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La biopreservación de alimentos es referida a la extensión de la vida útil y mejoramiento 
de la seguridad de los alimentos mediante el uso de agentes antimicrobianos de origen 
natural tal como bacteriocinas. En este trabajo de investigación se evaluó el efecto 
antagónico de las bacteriocinas producidas por Pediococcus pentosaceus 147 
incorporadas en recubrimientos comestibles de quitosano frente a Listeria 
monocytogenes. Inicialmente, se evaluó la actividad antimicrobiana in vitro (8533,3 
UA/mL) y la concentración mínima inhibitoria - CMI (5,72 µg/mL) del sobrenadante libre de 
células (SLC) que contenía bacteriocinas. Posteriormente, se realizó la caracterización de 
las propiedades fisicoquímicas de recubrimientos comestibles de quitosano con la 
incorporación de la CMI de las bacteriocinas para su evaluación sobre queso fresco tipo 
campesino. Se realizaron 5 tratamientos sobre el queso: T1 queso control, T2 control de 
crecimiento del inoculo, T3 queso con la aplicación directa de SLC, T4 queso con 
recubrimiento de quitosano sin SLC y T5 queso con recubrimiento de quitosano con SLC. 
Los tratamientos T2 a T5 fueron inoculados con una concentración de inoculo de 
aproximadamente 104 UFC/mL de L. monocytogenes. Se realizaron análisis fisicoquímicos 
y microbiológicos durante el tiempo de almacenamiento. Los resultados demuestran que 
las bacteriocinas de P. pentosaceus 147 reducen el crecimiento de L. monocytogenes 
postproducción sobre queso campesino y estas podrían actuar de forma sinérgica junto 
con el quitosano. 
 
 
Palabras clave: Biopreservación, lácteos, empaques comestibles, bacterias ácido-
lácticas, quitosano. 
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Biopreservation is referred as the extension of shelf life and enhanced safety of food by 
using natural antimicrobial agents as bacteriocins. In this research the antimicrobial effect 
of edible coating incorporated with bacteriocins produced by Pediococcus pentosaceus 
147 was evaluated against Listeria monocytogenes. Firstly, the antimicrobial activity in vitro 
(8533,3 AU/mL) and the minimum inhibitory concentration - MIC (5,72 μg/mL) of the cell-
free supernatant (CFS) from bacteriocins were found. Secondly, characterization of 
physicochemical properties of chitosan edible coatings incorporated the MIC of the 
bacteriocins was carried out for their posterior evaluation on fresh cheese. Five treatments 
were tested on Campesino fresh cheese: T1 control cheese, T2 growth control of inoculum, 
T3 cheese with direct addition of CFS, T4 cheese with addition of chitosan coating without 
CFS and T5 cheese with addition of chitosan coating with CFS. Treatments T2 to T5 were 
inoculated with approx. 104 CFU/mL of Listeria monocytogenes. Physicochemical and 
microbiological analyses were performed during storage. These results show that the 
bacteriocins from P. pentosaceus 147 reduce the Listerial-growth postproduction on 
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La preservación de características nutritivas, microbiológicas, fisicoquímicas y sensoriales 
de un producto alimenticio son esenciales para la industria de alimentos. Para ello se han 
implementado estrategias de preservación como el uso de sustancias químicas y/o 
tratamientos térmicos. Sin embargo, la demanda de los consumidores por alimentos 
frescos, mínimamente procesados y con bajas concentraciones de preservantes sintéticos 
genera la necesidad del uso y estudio de alternativas de preservación, tal como la 
aplicación de sustancias naturales como bacteriocinas que mantienen la estabilidad de un 
producto (Favaro et al., 2015; Woraprayote et al. 2016). 
El uso de bacteriocinas como sustancias naturales y seguras que permitan la 
bioconservación de alimentos, ha sido ampliamente estudiado. Esto con el fin de disminuir 
y/o evitar el uso de conservantes químicos que se han relacionado con la aparición y 
desarrollo de enfermedades como por ejemplo cáncer (Grosse et al. 2006; IARC 2010; 
Muhialdin et al., 2013). El interés por el uso de biopreservantes se ha enfocado en la 
utilización de moléculas bioactivas dentro de las que se encuentran los péptidos 
antimicrobianos producidos por Bacterias Ácido-Lácticas (BAL). La producción de estas 
sustancias, se puede realizar aislando BAL a partir de diferentes fuentes; una de ellas 
alimentos como los productos lácticos (Muhialdin, Hassan y Saari 2013). Un ejemplo de 
ello es el aislamiento de Pediococcus pentosaceus 147, una bacteria Gram positiva aislada 
de queso artesanal en la Universidad Federal de Viçosa, en Brasil.  Gutiérrez-Cortés et al. 
(2018) evidenció que las bacteriocinas producidas por esta bacteria tenían actividad 
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, un patógeno de importancia en la industria 
alimentaria.  
Si bien los hallazgos in vitro sobre la producción, caracterización y actividad antimicrobiana 
de esta bacteriocina fueron realizados (Gutiérrez-Cortés et al., 2018a); es indispensable 
generar nuevos conocimientos sobre su actividad antimicrobiana en una matriz alimentaria 
(in situ) en condiciones de almacenamiento específico; debido a que la actividad puede ser 
 
alterada y/o modificada debido a las interacciones con otros componentes propios de un 
alimento y degradaciones enzimáticas (Aloui y Khwaldia 2016).  
Por lo anterior, en este trabajo de investigación se decidió continuar con el estudio de la 
actividad antimicrobiana in situ de dichas bacteriocinas, específicamente contra L. 
monocytogenes. Este es un patógeno alimentario considerado un problema en salud 
pública, ya que puede causar desde gastroenteritis hasta infecciones en el sistema 
nervioso central y cuyo riesgo principal está relacionado con mujeres embarazadas, 
induciendo parto prematuro, aborto, muerte fetal y/o graves problemas de salud en el 
recién nacido (Dal et al., 2012; FDA, 2016; Winkelströter et al., 2015). Es importante 
mencionar que esta bacteria se ha encontrado presente principalmente en productos 
lácteos y quesos (Gálvez et al., 2014). Por ejemplo, la prevalencia de este microorganismo 
en quesos frescos en Colombia varía entre 0 y 50%, encontrando que un 96% de los 
quesos que presentan este patógeno se trata de queso fresco tipo campesino (Sistema 
Nacional de Salud y Ministerio de Proteccion Social, 2011), producto que fue escogido para 
la aplicación de bacteriocinas de P. pentosaceus 147. 
Adicionalmente, con el fin de disminuir la inactivación de las bacteriocinas cuando son 
aplicadas directamente sobre la matriz alimentaria, se han estudiado diferentes estrategias 
para la adición en el alimento. En este trabajo se utilizó una de estas estrategias, la cual 
consiste en la aplicación de recubrimientos comestibles de quitosano, cuya función es 
proteger el alimento de la contaminación exterior, además de incorporar sustancias 
antimicrobianas como péptidos antimicrobianos (Valdés et al., 2015). Es así como en este 
trabajo, el objetivo principal fue evaluar el antagonismo de bacteriocinas de P. pentosaceus 
147 y quitosano en recubrimientos comestibles frente a L. monocytogenes en queso 
campesino. Para ello, se evaluó la actividad antimicrobiana in vitro de la bacteriocina de P. 
pentosaceus 147 y del quitosano frente a L. monocytogenes; además se caracterizaron las 
propiedades fisicoquímicas de películas comestibles que contenían las bacteriocinas y 
quitosano; y finalmente se estudió el efecto de la película comestible durante el periodo de 
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1. Capítulo I. Bacteriocinas y su producción a 
partir del género Pediococcus sp. para la 
biopreservación de alimentos. 
Resumen 
Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos con gran potencial para la preservación de 
alimentos, ya que pueden actuar sobre microorganismos patógenos o de deterioro que 
afectan la industria alimentaria. En este sentido, se ha hecho relevante tener un 
acercamiento a las propiedades de las bacteriocinas, en especial las producidas por el 
género Pediococcus spp., y estudios que han demostrado su actividad antagónica cuando 
son aplicadas a diversos tipos de matriz alimentaria. Por lo tanto, la construcción de esta 
revisión permite concluir que estas sustancias son ampliamente aplicadas por lo que se 
sugiere profundizar en estudios que tengan en cuenta la especificidad, aislamiento, 
caracterización y aplicación de bacteriocinas a nivel in situ. 
1.1 Bacteriocinas  
1.1.1 Antecedentes 
Desde 1920 aproximadamente se inició el estudio de las bacteriocinas, péptidos 
antimicrobianos producidos ribosomalmente por bacterias (Kazakov et al., 2011). Los 
primeros reportes se derivan del descubrimiento del antagonismo entre cepas de 
Escherichia coli por la producción de colicinas. Por otro lado, entre 1933 y 1947 se 
realizaron los primeros estudios sobre la nisina, que actualmente es una bacteriocina 
reconocida como segura y avalada para la conservación de alimentos por organismos 
 
como la FDA y la OMS (Cotter et al., 2005). Algunos eventos y fechas importantes de las 
investigaciones sobre bacteriocinas se encuentran en la Figura 1-1. 
 
Figura 1-1 Línea de tiempo: comercio y desarrollo de nisina. Modificado de 
Cotter et al. (2005). 
 
Por otro lado, debido al potencial de las bacteriocinas como biopreservantes se han 
realizado estudios en diversas matrices evaluando su efecto antimicrobiano y de 
conservación. Grande et al. (2005) utilizaron zanahorias, papas, brócoli, champiñones, 
tomates, entre otros vegetales para evaluar la estabilidad de la enterocina AS-48 producida 
por Enterococcus faecalis S-48. Estos autores encontraron que la presencia de ciertas 
enzimas afecta de forma negativa la actividad antagonista. 
Otro tipo de matrices ampliamente usadas son los filetes y carnes rojas, como es el caso 
de la cachama (Piaractus brachypomus x Colossoma macropomum), la cual fue usada 
para aplicar un extracto crudo de bacteriocinas de Lactobacillus plantarum LPBM10 
disminuyendo el recuento de coliformes fecales (Suárez et al., 2008).  Esta misma 
bacteriocina fue evaluada en carnes frescas, e igualmente los coliformes fecales fueron 
inhibidos durante el periodo de vida útil, además se encontró que el recuento para 
mesófilos no cambió durante el tiempo (Vásquez M et al., 2009). 
Existen diferentes formas de aplicación para evaluar el efecto de las bacteriocinas sobre 
el crecimiento de microorganismos no deseados, por ejemplo Malheiros et al. (2012) 
encapsuló nisina en liposomas presentando gran actividad frente a Listeria monocytogenes 
en queso fresco. Por otro lado, Barbosa et al. (2013)  aplicó la nisina en películas de 
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celulosa en mangos y encontró también un efecto inhibidor contra el mismo patógeno y 
otros como Staphylococcus aureus, Alicyclobacillus acidoterrestris y Bacillus cereus; sin 
cambio en las características fisicoquímicas de la matriz. Además de lo anterior, otros 
estudios con queso, han demostrado la efectividad de películas biodegradables con 
inclusión de bacteriocinas de Lactobacillus curvatum P99 para el control de L. 
monocytogenes (Marques et al., 2017).  
Hasta aquí, se puede destacar el uso de diversos tipos de matrices y estrategias para 
evaluar bacteriocinas focalizadas en el control de microorganismos patógenos y de 
deterioro, encontrando interesantes resultados de inhibición de microorganismos 
patógenos. 
1.1.2 Generalidades de las bacteriocinas 
Las bacteriocinas son polipéptidos antimicrobianos, de bajo peso molecular, que presentan 
actividad antagonista contra bacterias de su  misma especie (espectro reducido) u otras 
especies (amplio espectro) (Cavicchioli et al., 2017; Cotter et al., 2005; Drosinos et al., 
2008; Malik et al., 2014; Settanni y Corsetti 2008). Generalmente son pequeñas proteínas 
catiónicas (30 a 60 residuos de aminoácidos) con punto isoeléctrico alto y características 
anfifílicas (Bruno y Montville 1993). A pesar de que su producción puede ser a partir de 
bacterias Gram negativas y Gram positivas, aquellas que tienen mayor atención son las 
producidas por Bacterias Ácido Lácticas (BAL) que tienen gran potencial en su aplicación 
en alimentos (Salar et al., 2013) y han sido catalogadas por la FDA (“Food and Drug 
Administration”) como sustancias generalmente consideradas seguras o GRAS (“Generally 
Regarded as Safe” por sus siglas en inglés) (Ahmad et al. 2017; Viana de Souza y Silva 
Dias 2017).  
La extensión de la vida útil de los alimentos mediante el uso de bacteriocinas provenientes 
de BAL (Perez et al., 2014; Viana de Souza y Silva Dias 2017) se debe principalmente a 
su espectro antibacteriano contra patógenos Gram positivos como L. monocytogenes, St. 
aureus (algunos meticilino-resistente, MRSA) y Enterococcus (Vancomicina-resistente, 
VRE) (Kazakov et al., 2011). Con respecto a su acción contra bacterias Gram negativas, 
debe comprometerse la integridad de la membrana mediante choques osmóticos o 
 
tratamientos con bajos pH en presencia de detergentes o agentes quelantes, para que las 
bacteriocinas sean capaces de actuar (Salar et al., 2013). 
En cuanto a la biosíntesis de las bacteriocinas, se conoce que ocurre ribosomalmente en 
la fase logarítmica del desarrollo bacteriano o al final de este; y su producción puede ser 
debida al estrés ejercido por la competencia por espacio y sustrato en un nicho ecológico. 
Lo anterior hace que se liberen sustancias con actividad antagónica para obtener una 
ventaja competitiva (Drosinos et al., 2008).  
1.1.3 Clasificación  
Las bacteriocinas pueden ser clasificadas de acuerdo a características bioquímicas, 
presencia de uniones disulfuro o monosulfuro, peso molecular, estabilidad térmica o en 
presencia de enzimas proteolíticas, de acuerdo a modificaciones postraduccionales de 
aminoácidos y/o de acuerdo a la acción antimicrobiana (Ahmad et al. 2017; Drosinos et al., 
2008; Malik et al., 2014). 
▪ Clase I o lantibióticos: son termoestables y de bajo peso molecular (<5 kDa), poseen 
aminoácidos inusuales como lationina (Lan) o 3-metil lationina (meLan) y 2,3-
dehidroalanina (Dha) que forman estructuras en anillo (Ahmad et al. 2017; Malik et al., 
2014; Moll et al., 1999; Woraprayote et al. 2016). Se subdividen en lantibióticos tipo A 
o lineales, los cuales son elongados, catiónicos, anfifílicos y su longitud es de hasta 34 
aminoácidos y se caracterizan por formar poros que afecta el potencial de membrana 
y la bomba efflux (Moll et al., 1999). Por otro lado, los tipos B o globulares, son 
estructuralmente más compactos con menos de 19 aminoácidos y su modo de acción 
se basa en la inhibición del lípido II (Malik et al., 2014; Moll et al., 1999). 
▪ Clase II o no lantibióticos: son termoestables, catiónicos, con peso molecular de 10 
kDa, no contienen lationinas en su estructura y no presentan modificaciones 
postraduccionales (Malik et al., 2014; Perez et al., 2014). Se subdivide en cuatro 
subclases: Clase IIa o pediocinas (Fallis, 2013), que tienen gran potencial contra L. 
monocytogenes; Clase IIb, las cuales requieren de dos péptidos para formar un 
complejo de poración activo;  Clase IIc, cuya estructura está basada en una 
configuración circular (Perez et al., 2014) y  la Clase IId que son lineales (Kuo et al., 
2013). 
▪ Clase III: son péptidos de gran tamaño (>30 kDa), termolábiles, no se modifican a 
menudo con actividad enzimática (Eds 2011; Malik et al., 2014; Salar et al. 2013) . 
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Dentro de estas se encuentran las bacteriolisinas o Clase IIIa y bacteriocinas no líticas 
o Clase IIIb (Ramu et al., 2015). 
▪ Clase IV: bacteriocinas complejas que poseen un componente mitad lípido o 
carbohidrato (Eds, 2011; Salar et al., 2013). 
1.1.4 Mecanismo de acción 
Las bacteriocinas puede actuar mediante la formación de poros, degradación del ADN e 
inhibición de la síntesis de peptidoglicano (Cavicchioli et al. 2017; Cotter et al., 2005; Cotter 
et al., 2013).  Como resultado de diferentes investigaciones, se conoce que estas pueden 
actuar sobre la envoltura celular y/o por medio de la inhibición de la expresión de proteínas 
como se menciona a continuación. 
▪ Mecanismo asociado a la envoltura celular: Estos mecanismos son usualmente 
usados contra bacterias Gram positivas y su acción es sobre el lípido II conocido por 
ser la molécula precursora de la síntesis de la pared celular. Como se observa en 
Figura 1-2 las bacteriocinas, como las nisinas, usan el lípido II como acoplamiento 
molecular o docking lo que resulta en la pérdida de potencial de membrana y muerte 
celular ya que evita la síntesis del peptidoglicano. Por otro lado, se conoce que los 
péptidos de clase IIa y algunos otros de clase II, tal como la lactococina A127, usan el 
sistema de fosfotransferasa de absorción de la manosa (Man-PTS), asociado a la 




Figura 1-2 Mecanismo de acción de las bacteriocinas. La formación de poros es 
generada por el al acoplamiento de las bacteriocinas sobre el lípido II o a sistemas de 
fosfotransferasa. Modificada de (Cotter et al., 2013). 
 
▪ Mecanismo de inhibición y expresión de proteínas: Estos mecanismos son 
usualmente usados contra bacterias Gram negativas, mediante la interferencia del 
ADN, ARN y/o proteínas del metabolismo, actuando sobre la DNA girasa, RNA 
polimerasa y la aspartil RNAt sintetasa. Dentro de las bacteriocinas que poseen esta 
acción se encuentran las microcinas como MccB17, MccJ25 y la MccC7-C51, 
producidas por enterobacterias (Cotter et al., 2013).  
 
1.2 Bacteriocinas producidas a partir de bacterias ácido-
lácticas (BAL) pertenecientes al género Pediococcus 
spp. 
Las BAL son usadas frecuentemente en alimentos, con el fin de mejorar características 
como textura, sabor y además contribuir en la preservación de un alimento. Estas 
características son dadas debido a que durante los procesos fermentativos, las BAL 
producen diferentes tipos de azúcares, ácido acético, etanol, diacetilo, acetona, 
exopolisacáridos, proteasas específicas y bacteriocinas (Porto et al., 2017). Dentro de este 
grupo de bacterias se encuentra el género Pediococcus spp., son bacterias Gram positivas, 
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pertenecientes a la familia Lactobacillaceae, que a menudo se encuentran en los alimentos 
que han sido sometidos a procesos de fermentación como quesos, verduras fermentadas, 
carnes, salchichas, etc. En cuanto a su morfología son cocos formados en pares o tétradas; 
son bacterias catalasa negativa, no motiles, no formadoras de esporas, crecen a pH 5,0  y 
se consideran anaerobios facultativos (North y Zealand 2011).  
En general, las bacterias pertenecientes al género Pediococcus sp., producen 
bacteriocinas conocidas como pediocinas, estables a temperaturas entre 4 a 100 °C 
(Cavicchioli et al., 2017; Gutiérrez-Cortés et al., 2018a). Tienen un amplio espectro de 
actividad contra cepas de bacterias Gram positivas como Pediococcus spp., Lactobacillus 
spp., Leuconostoc spp., Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Bacillus spp., 
Clostridium spp., Lactococcus spp. (Cavicchioli et al. 2017; North y Zealand 2011) y en 
especial contra patógenos como L. monocytogenes; teniendo en cuenta que pueden llegar 
a ser efectivas incluso en cantidades nanomolares (Porto et al., 2017). 
Las pediocinas pertenecen al grupo de bacteriocinas de clase IIa, caracterizadas por ser 
péptidos que no tienen modificaciones postraduccionales (Chen y Hoover 2003). Son de 
tamaño pequeño (<5 kDa), termoestables, contienen entre 36 y 48 residuos de 
aminoácidos (Albano et al., 2007; Johnson et al., 2017) y se presentan en soluciones 
acuosas como conformaciones no estructuradas con espirales aleatorias; mientras que en 
soluciones no acuosas las pediocinas adoptan una estructura en parte helicoidal con 
cantidades variables de hidrofobicidad (Espitia et al., 2016).  Su estructura está 
conformada por dos regiones una región conservada N-terminal YGNGVX1CX2K/NX3X4C 
(X1-4: residuos polares cargados o no cargados), hidrofílica; y una región C-terminal, 
hidrofóbica, anfifílica, responsable del reconocimiento celular (Porto et al., 2017).  
Pediocina PA-1 es una de las bacteriocinas destacadas producida por Pediococcus 
acidilactici, ha sido ampliamente estudiada y es considerada como buen biopreservante 
(Albano et al., 2007). La región catiónica, N-terminal, presenta tres cadenas con una lámina 
β antiparalela soportada por un enlace disulfuro, que consiste en dos residuos de cisteína 
(C9 y C14). Al final de la estructura, la cola C-terminal contiene dos residuos de cisteína (C24 
y C44) que se pliega sobre la α -hélice central por un enlace disulfuro, creando un dominio 
similar a una horquilla, tal como se observa en la Figura 1-3  (Espitia et al., 2016). 
 
Por otro lado, el mecanismo de acción de las pediocinas es a través de la formación de 
poros, donde la región C- terminal penetra la parte hidrofóbica de la membrana celular del 
microorganismo susceptible. Durante este proceso la horquilla hidrofóbica se sumerge en 
la membrana (Espitia et al., 2016). Se ha sugerido que el receptor manosa permeasa, es 
el blanco presente en L. monocytogenes en donde estas bacteriocinas se unen (Porto 
et al., 2017). 
 
Figura 1-3 Estructura de la secuencia de aminoácidos de 
Pediocina PA-1. Modificado de Espitia et al., (2016). 
1.2.1 Biosíntesis y producción de bacteriocinas 
La producción de bacteriocinas ocurre bajo el control del sistema denominado “quorum 
sensing”, en donde el estrés generado por la densidad de población produce señales que 
intervienen en procesos de expresión génica. Generalmente, los péptidos antimicrobianos 
se sintetizan como moléculas biológicamente inactivas caracterizadas por la presencia de 
un péptido líder (18 a 24 residuos) en la región N-terminal de la cadena. La activación de 
las bacteriocinas de clase II se realiza cuando estos precursores son transportados a la 
membrana del citoplasma, donde la secuencia líder es clivada, debido a la presencia de 
un sitio de procesamiento proteolítico de doble glicina (Chen y Hoover 2003), para que 
posteriormente sea secretada al exterior de la célula por medio de un transportador ABC. 
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En el caso de pediocinas, este último proceso es realizado lo más pronto posible, ya que 
las pre-bacteriocinas alcanzan a tener actividad antimicrobiana, que puede afectar la 
misma célula (Porto et al., 2017). 
Los genes involucrados en la producción de pediocinas están ubicados en un plásmido o 
en el cromosoma, dispuestos en uno o dos grupos. La expresión de las pediocinas es 
regulada por la presencia de tres componentes: el factor inductor (FI, feromona o factor 
inductor), un receptor de membrana histidina quinasa (MHK, receptor de feromona) y un 
regulador de respuesta (RR). El FI se expresa constitutivamente a nivel basal y es 
exportado al exterior de la célula por el sistema transportador ABC. Cuando existe una alta 
concentración de FI en el exterior estos interactúan con la MHK, lo que resulta en la 
autofosforilación del residuo conservado de histidina en el citoplasma. Es así como el grupo 
fosfato es transferido al RR y este se activa, para luego unirse a promotores de pediocina 
y desencadenar la expresión de genes relacionados con bacteriocinas, incluyendo los 
responsables de la regulación (FI, MHK y RR) (Figura 1-4). La expresión de FI actúa como 
un componente de retroalimentación positiva en el circuito de pediocina, permitiendo un 
mecanismo autorregulado (Porto et al., 2017). 
 
Figura 1-4 Representación de la biosíntesis de pediocinas. FI: Factor inductor, ABC: 
transportador ABC, MHK: Receptor de membrana histidina quinasa, RR: regulador de 
respuesta. Modificada de Porto et al. (2017). 
 
Por otro lado, la producción de bacteriocinas se encuentra muy relacionada con la dinámica 
de crecimiento de las cepas productoras, es decir que depende de la fase de crecimiento 
en la que se encuentre (Gutiérrez-Cortés et al., 2018b; Porto et al., 2017). Generalmente, 
la producción de metabolitos de bacterias productoras de antimicrobianos se observa en 
etapas tempranas, tal como la fase exponencial; y esta es completada hasta el final de la 
misma fase y/o inicios de la fase estacionaria (Drosinos et al., 2008). Por ejemplo, P. 
pentosaceus 147 alcanza su máxima actividad en la mitad de su fase exponencial y esta 
continua hasta 24 horas después (Gutiérrez-Cortés et al., 2018a, 2018b). Otras cepas 
también han presentado la misma dinámica de comportamiento, donde la máxima actividad 
antimicrobiana se observa al inicio de la fase exponencial hasta el inicio de la fase 
estacionaria, siendo ejemplo de ello P. pentosaceus BCC3772, P. pentosaceus 05-10 y P. 
pentosaceus FBB61 (Porto et al., 2017). 
Cabe resaltar que aspectos  como la concentración de nutrientes adecuados, entre ellos 
azucares, nitrógeno, fosforo, magnesio, calcio, y demás, son requeridos para una 
producción eficaz y satisfactoria de la bacteriocina (Drosinos et al., 2008). Además, las 
condiciones ambientales, como pH y temperatura son críticas, ya que  pueden tener un 
efecto positivo o negativo sobre algunas bacterias productoras (Drosinos et al., 2008; Jack 
et al., 1995). Frecuentemente la máxima concentración de bacteriocinas es alcanzada a 
un pH entre 5,5 a 6,0 con unos valores de temperatura ligeramente bajos a los óptimos 
para su crecimiento (Drosinos et al., 2008). 
1.2.2 Aplicación de bacteriocinas en sistemas alimentarios 
Debido a que las bacteriocinas son herramientas potencialmente valiosas para mejorar la 
seguridad de los alimentos y reducir la prevalencia de enfermedades transmitidas por 
alimentos (ETAs) (Deegan et al., 2006), una de las aplicaciones más estudiadas es su uso 
como biopreservante. El término biopreservación es definido como “la extensión de la vida 
media y seguridad de un alimento, mediante el uso de microbiota natural, tal como BAL y/o 
sus componentes antimicrobianos” (Barbosa et al., 2013; Ramu et al., 2015).  
Las características que permiten el uso de las bacteriocinas para la preservación de 
alimentos son i) su reconocimiento como GRAS, ii) no se consideran toxicas o activas en 
células eucariotas iii) se inactivan por proteasas digestivas y tienen poca influencia en la 
microbiota intestinal, iv) son usualmente pH tolerantes y termotolerantes, v) tienen un 
relativo amplio espectro contra bacterias patógenas y de deterioro, vi) muestran un modo 
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de acción bactericida, mediante la formación de poros o inhibición de la expresión y 
producción de proteínas, vii) no hay resistencia cruzada con antibióticos y viii) sus 
determinantes genéticos son usualmente plásmidos codificados, lo que permite su 
manipulación genética (Cotter et al., 2013; Gálvez et al. 2007). 
Debido al potencial que tienen las bacteriocinas y a las características anteriormente 
mencionadas, diversos estudios han permitido la evaluación de estos componentes 
teniendo en cuenta la actividad antimicrobiana, el espectro de actividad, la estabilidad 
frente a otras sustancias y/o temperaturas, además de la estabilidad durante la aplicación 
a productos alimenticios. Uno de estos estudios, es el realizado por Cavicchioli et al. 
(2017), quienes evaluaron las bacteriocinas obtenidas de P. pentosaceus ST65ACC, 
contra 99 cepas L. monocytogenes y dos cepas de L. innocua. Los autores encontraron 
actividad antimicrobiana frente a las cepas estudiadas y pérdida de actividad en presencia 
de enzimas como proteinasa K, tripsina, pepsina, α-quimotripsina y proteasas de tipo XIV. 
En cuanto a la estabilidad frente a diferentes temperaturas, se encontró que entre 4 y 100 
°C por 1 a 2 h o a 121 °C durante 15 min no había cambios en su actividad. En la Tabla 
1-1 se muestran algunos estudios, donde se ha evaluado la actividad antimicrobiana y el 
efecto inhibitorio y su aplicación a algunas matrices alimentarias, utilizando cepas de 
Pediococcus spp.. 
Tabla 1-1 Investigaciones realizadas con bacteriocinas producidas por cepas 
de Pediococcus spp. 
Investigaciones relacionadas Autor 
Evaluación de la actividad antimicrobiana de microorganismos 
productores de bacteriocinas como: L. lactis (ATCC 11454), P. 
pentosaceus (ATCC 43200 y ATCC 43201), Lb. plantarum 
(LB592 y LB75) y Lb. acidophilus N2 contra cepas de Clostridium 
botulinum a temperaturas de 4, 10, 15 y 30°C.  
Se encontró que todas las cepas, excepto Lb. acidophilus N2, 
producían zonas de inhibición y a temperaturas de refrigeración 
tienen acción frente a C. botulinum. Estos resultados sugieren su 
formulación en alimentos mínimamente procesados y 
refrigerados.  
(Okereke y Montville 
1991) 
Evaluación del efecto de una bacteriocina producida por P. 
acidilactici contra L. monocytogenes y C. perfringens sobre carne 
cruda española. Las muestras de alimentos se incubaron con 
diferentes concentraciones de la bacteriocina a una temperatura 
de conservación de 15 °C y 4 °C, lo cual demostró reducción en 
los recuentos de L. monocytogenes. 
(Nieto-Lozano et al., 
2006) 
 
Caracterización de las bacteriocinas bacHA-6111-2 y bacHA-
5692-3 producidas por P. acidilactici aisladas de “Alheira”, una 
salchicha fermentada tradicional producida en Portugal las cuales 
presentaron similaridad con pediocina PA-1.   
(Albano et al., 2007) 
Capacidad bacteriocinogénica de P. acidilactici HA-6111-2 y su 
potencial uso para la biopreservación de salchichas de carne 
(‘‘Alheira”). Los cultivos redujeron la población de L. innocua por 
debajo del límite de detección (1,5 Log). Además, no se detectó 
ningún microorganismo patógeno en ninguna muestra. 
(Albano et al., 2009)  
Se estudió la actividad Anti-listeria de P. pentosaceus BCC 3772 
y su aplicación como cultivo starter para una salchicha tradicional 
fermentada, encontrando actividad antagonista y control del 
crecimiento de L. monocytogenes ya que la población decreció 
alrededor de 3,2 Log dentro de las 18 a 24 h sin comprometer la 
calidad del producto.  
(Kingcha et al., 2012) 
 
1.3 Recubrimientos comestibles  
Un empaque comestible está definido como una capa delgada de un material (de 
proteínas, lípidos y/o polisacáridos) dispuesta sobre un alimento o componentes del mismo 
(Erginkaya et al., 2018) que se caracterizan porque pueden ser consumidos como parte 
del alimento y son biodegradables (Elsabee y Abdou 2013). Dentro de las funciones que 
incluyen los sistemas de empaque está la extensión de la vida útil, el mejoramiento de la 
seguridad alimentaria y el mejoramiento de las propiedades sensoriales, mientras 
mantienen la calidad de un producto. Lo anterior se logra gracias a que los materiales 
usados protegen el alimento de factores ambientales tales como temperatura, humedad, 
oxigeno, enzimas, pérdida de aromas y del ataque de macro y/o microorganismos (Valdés 
et al., 2015). Además pueden actuar como portadores de aditivos como antioxidantes, 
saborizantes, preservativos y antimicrobianos (Elsabee y Abdou, 2013; Erginkaya et al., 
2018).  
En cuanto a los empaques antimicrobianos, son un tipo de empaque activo, cuyo objetivo 
es extender la vida media de los alimentos, mediante la reducción o inhibición del 
crecimiento de microorganismos que pueden estar presentes en la superficie de un 
producto (Johnson et al., 2017). Además, este tipo de empaque puede regular la liberación 
gradual de los antimicrobianos hacia la superficie, por lo que puede requerir 
concentraciones menores para alcanzar la vida útil del alimento.  Muchos materiales se 
han utilizado para realizar empaques comestibles, en general los biopolímeros han recibido 
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especial atención y dentro ellos uno de los más conocidos es el quitosano (Erginkaya et al., 
2018). 
Por otro lado, se debe tener en cuenta que los recubrimientos comestibles tienen 
propiedades mecánicas tal como tensión, resistencia a la fuerza de tensión, propiedades 
físicas tal como permeabilidad al vapor de agua, oxigeno, sabor; y características como 
transparencia, color, entre otros. Estas propiedades cambian de acuerdo a la 
heterogeneidad de la estructura de los materiales usados, además de la adición de 
sustancias antimicrobianas (Erginkaya et al., 2018). Es por esto que el tipo de 
recubrimiento que se pretenda utilizar debe acoplarse al tipo de alimento que se quiera 
preservar. 
1.3.1 Quitosano  
La quitina es el segundo biopolímero más abundante naturalmente, después de la celulosa, 
y se encuentra en el exoesqueleto de los crustáceos y en la pared celular de los hongos y 
otros materiales biológicos. El quitosano es un biopolímero derivado de la quitina por 
deacetilación en un medio alcalino. Consistente de unidades de β-(1-4)-2-acetamido-D-
glucosa y β-(1-4)-2-amino-D-glucosa, y este último excede casi el 60%. Es insoluble en 
agua, sin embargo, es soluble en varios solventes ácidos tal como el ácido acético. Tiene 
excelente permeabilidad a los gases (CO2 y O2) y buenas propiedades mecánicas. Sin 
embargo, debido a su naturaleza hidrofílica es altamente permeable al vapor de agua, lo 
que limita su uso si se desea controlar la transferencia de humedad. Sin embargo, se han 
usado estrategias para mejorar sus propiedades físicas, por ejemplo, incrementando la 
hidrofobicidad adicionando lípidos neutros y ceras de ácidos grasos. Este compuesto es 
descrito en grados de deacetilación, y por su alto peso molecular y cationicidad exhibe 
propiedades antimicrobianas y propiedades formadoras de películas (Elsabee y Abdou, 
2013; Erginkaya et al., 2018).  
Las propiedades antimicrobianas del quitosano son atribuidas a su naturaleza 
policatiónica. Más específicamente a las fuerzas electrostáticas entre el grupo amino 
protonado (NH2) del quitosano y los residuos negativos en la superficie celular. El número 
de grupos NH2 protonados incrementa a medida que aumenta el grado de deacetilación 
(DD). Su acción también se ha descrito como la interacción electrostática entre grupos 
 
NH3+ del quitosano y los grupos fosforilados de los componentes fosfolípidicos de la 
membrana celular. Adicionalmente, se ha visto que a pH bajos hay menor interacción entre 
el quitosano y proteínas microbianas, mientras que a pH altos es mejor, en donde las 
moléculas de quitosano insoluble pueden precipitarse y formar capas alrededor de la célula 
lo que bloquea los canales, importantes para la vida celular, ya que permiten el transporte 
de solutos esenciales, lo que desestabiliza la célula (Elsabee y Abdou 2013).  
1.4 Queso fresco tipo campesino  
El queso fresco tipo campesino es definido como el producto higienizado sin madurar que 
después de su fabricación está listo para el consumo (Ministerio de salud, 1986). Es un 
producto no ácido, elaborado con leche de vaca y obtenido a partir de la coagulación 
enzimática de la leche mediante la acción del cuajo (ICTA, 1988; Ministerio de salud, 1986).  
El queso campesino es un producto muy difundido en el territorio colombiano, ya que para 
su elaboración se sigue una tecnología bastante sencilla. Usualmente son elaborados por 
el campesino colombiano debido a la necesidad de obtener un producto con mayor tiempo 
de conservación en relación con la materia prima inicial (leche). La producción de este tipo 
de quesos está ubicada en una zona amplia del país, y sus denominaciones son de 
acuerdo con la zona donde se produce. Por ejemplo, las denominaciones de queso fresco 
y queso blanco son de acuerdo a la zonas de los departamentos de Cundinamarca y Costa 
atlántica, respectivamente (ICTA, 1988).  
Se pueden describir dos tipos de queso: el queso campesino, el cual es fabricado bajo un 
molde pequeño y puede ser o no prensado; el queso prensado posee una a presentación 
en bloque bastante grande en donde se prensa la cuajada por un periodo de 24 a 36 horas.  
Los quesos campesino y prensado tienen respectivamente en promedio las siguientes 
características, 70,95 y 65,57% de humedad del queso desgrasado, 49,34 y 45,60% de 
materia grasa en base seca; por lo que se pueden clasificar como quesos blandos a 
semiblandos, de alto contenido de materia grasa (ICTA, 1988). Su vida útil,  según la 
Resolución 02310 de 1986 del Ministerio de Salud, es de 18 a 30 días para productos 
refrigerados en empaque hermético o empaque al vacío, respectivamente (Ministerio de 
salud, 1986). Las características microbiológicas de este producto se ven establecidas en 
la resolución 01804 de 1989 del Ministerio de Salud y la Norma Técnica Colombiana 5894, 
referidos a recuentos de coliformes totales y fecales, Salmonella spp., S. aureus coagulasa 
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positiva, L. monocytogenes, mohos y levaduras, como se observa en la Tabla 1-2 (INVIMA, 
1989). 
Tabla 1-2 Características microbiológicas del queso. n: número de muestras a 
examinar; índice máximo permisible para indicar nivel de buena calidad; M: 
índice máximo permisible para identificar nivel de calidad aceptable; c: número 
máximo de muestras permisibles entre m y M (INVIMA, 1989).  
Parámetros n m M c 
NPM coliformes fecales/g 3 <100 - 0 
Mohos y levaduras/g  3 100 500 1 
Staphylococcus coagulasa positiva/g 3 1.000 3.000 1 
Salmonella/25g 3 0 - 0 
Listeria monocytogenes 0 0 0 0 
 
Es importante resaltar que uno de los principales riesgos biológicos considerados por los 
productores de queso y por su impacto en la industria alimentaria y en la salud de los 
consumidores, es la presencia de L. monocytogenes. Si bien este microorganismo es 
sensible a la pasteurización, la presencia puede deberse a la contaminación de la leche 
durante el ordeño, durante almacenamiento en tanques de granel o de forma común 
después de la producción, durante el transporte (Melo et al., 2015). De igual modo, existen 
otros microorganismos que pueden generar degradación del queso, por ejemplo, Yarrowia 
lipolytica, Pseudomonas sp. y Penicillium spp. y algunos otros psicrófilos que pueden 
sobrevivir a temperaturas de refrigeración (Ledenbach y Marshall 2009; Pintado et al., 
2010). 
1.4.1 Estudio de bacteriocinas sobre diferentes tipos de queso 
Existen numerosos estudios de aplicaciones de bacteriocinas sobre diferentes tipos de 
quesos, los cuales se han enfocado en el control de microorganismos patógenos y de 
deterioro presentes; dentro de los cuales se encuentra el estudio realizado por Pintado, et 
al. (2010) quienes evaluaron el efecto inhibidor de nisina, natamicina y ácido málico, 
incorporados en películas comestibles de proteína de suero. Dicho estudio reportó además 
de la actividad inhibitoria frente a L. monocytogenes, Ps. aeruginosa, Y. lipolytica, P. 
 
commune y P. chrysogenum, la estabilidad de la película cuando entró en contacto con las 
sustancias antimicrobianas. 
En otro estudio realizado por Ferrari et al. (2016), obtuvieron BAL a partir de productos 
lácteos de cabra y fueron inoculados en queso artesanal para inhibir S. tiphy, encontrando 
una disminución de 0,38 log UFC/g de estas bacterias. Bockelmann et al. (2017), aplicaron 
S. equorum a concentraciones de 106 UFC/cm2 en queso, consiguiendo una inhibición 
completa del crecimiento de L. monocytogenes cuando se inoculo a una concentración de 
105 UFC/cm2. 
Bacteriocinas de P. pentosaceus han sido evaluadas también en queso encontrando que 
a diferentes concentraciones puede inhibir L. monocytogenes como el caso de Mahdi, Al, 
y Zwain (2015) quienes observaron la disminución de una población de 5,7 UFC/mL del 
patógeno en queso a 1,5 UFC/mL. 
Otro de los campos de la aplicación de las bacteriocinas en alimentos, está relacionado 
con la extensión de la vida útil de productos. Settanni et al (2011) evaluaron cepas de Lb. 
Paracasei, Lb. Rhamnosus y Streptococcus macedonicus, aisladas de queso “Nostrano di 
Primiero”, para extender la vida útil de queso fresco italiano “Tosèla”, la cual es 
normalmente de 3 días. La aplicación de las cepas bacteriocinogénicas permitió una 
disminución en la concentración de microorganismos patógenos y ausencia de L. 
monocytogenes y Salmonella durante 7 días.  
En otro estudio realizado por Martins et al. (2010), se evaluó la extensión de la vida media 
de queso Ricotta, utilizando recubrimientos de galactomananos con incorporación de 
nisina, contra L. monocytogenes. Tres tratamientos diferentes se probaron en el queso: 
muestras sin recubrimiento, con recubrimiento sin nisina y con recubrimiento con nisina y 
el queso fue inoculado con el microorganismo. De los análisis realizados por 28 días se 
encontró que hubo una reducción en el recuento de L. monocytogenes de 5,1 a 4,4 log 
UFC/g en los dos primeros días de conservación del queso con recubrimiento con nisina, 
y su acción podía extenderse hasta por 7 días de conservación.  
En la Tabla 1-3 se puede apreciar un resumen de los estudios realizados en quesos frescos 
y madurados, para el control de microorganismos, en especial L. monocytogenes, usando 
estrategias como la aplicación de bacteriocinas y/o recubrimientos y películas comestibles. 
En esta tabla además se describen algunas de las condiciones en que fueron almacenados 
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los quesos, la forma de aplicación de los agentes antimicrobianos, así como la forma de 
inoculación del microorganismo a evaluar. 
De lo mencionado hasta aquí se puede observar que existe un gran potencial para el uso 
de bacteriocinas sobre queso tipo fresco y/o madurado para el control de microorganismos 
patógenos, en especial L. monocytogenes.  La aplicación de estas bacteriocinas puede ser 
de forma directa o a través de recubrimientos y/o películas comestibles que pueden servir 
como una barrera adicional para el control del alimento. Estos extensos hallazgos 
demuestran que se debe seguir profundizando en el uso de bacteriocinas sobre este tipo 
























L. monocytogenes: Inoculación 
durante la producción del queso. 
Concentración: 103 UFC/mL 
No aplica. 4 °C 
Días: 
0, 1, 2, 3, 5, 7 
La aplicación de cuatro cepas 
bacteriogénicas de Lact. Lactis, como 
cultivos iniciadores en la producción del 
queso, que además producen nisina A y 
lactacina, controló el crecimiento de L. 
monocytogenes. Una de las cepas alcanzó 
a reducir hasta 3 Log UFC/mL durante las 
primeras 6 horas de incubación. 







Inoculación de 50 µL en la 
superficie del queso, después de la 
aplicación del recubrimiento.  
Concentración: 106 UFC/mL 
C. Queso sin recubrimiento; N0. 
queso con recubrimiento de 
galactomanano sin nisina; N: con 
recubrimiento de galactomanano 
con nisina. Aplicación: Inmersión 
por 30 s en la solución.  
4 °C  
Días: 
0, 2, 7, 14,21, 28 
Recubrimientos comestibles de 
galactomanano, incorporando nisina, 
previno el crecimiento de L. 
monocytogenes durante los primeros siete 
días de almacenamiento comparados con 
el control y las muestras que solo tenían 
recubrimiento sin nisina. 





S. cereviseae y L. innocua:  
a) Inoculación de 10µL en la 
superficie del queso, antes de 
poner la película comestible.  
b) Inoculación de 10µL en la 
superficie del queso, después de 
poner la película comestible. 
Concentración: 104 UFC/mL 
A. 20µL de la bacteriocina 
extendida en la superficie del 
queso; B. Películas de almidón 
de tapioca recortadas y puestas 
en la superficie del queso.  
4 °C  
Horas: 
192  
El recubrimiento inhibió el crecimiento de 
mohos y levaduras (<10 UFC/mL), además 
controló el crecimiento de bacterias 
psicrótrofas. Adicionalmente inhibió el 
crecimiento de S. cereviceae y no presentó 
crecimiento de L. innocua, es decir que 
hubo un efecto bactericida. 





S. cereviseae y L. innocua:  
a) Inoculación de 10µL en la 
superficie del queso, antes de 
poner la película comestible.  
b) Inoculación de 10µL en la 
superficie del queso, después de 
poner la película comestible. 
Concentración: 106 UFC/mL 
CNA- Película con natamicina; 
NI, película con nisina; NANI, 
Película con nisina y natamicina 
Película recortada y puesta en el 
queso.  
4 °C  
Horas: 
192 
Recubrimientos con natamicina y nisina 
disminuyeron el recuento inicial 2 Log y S. 
cereviceae 1.5 Log por debajo del control. 
Nantamicina y nisina aplicadas 
directamente también tuvieron efecto 
inhibitorio sobre el crecimiento de L. 
innocua. Y películas de natamicina mostro 
efecto bacteriostático.  
(Ollé Resa et al., 2014) 
Mongolian 
(Fresco) 
  No usaron inóculo Solución de almidón y quitosano 
aplicado con brocha en la 
superficie. 
4 °C   
Días: 
0, 15, 30 
La aplicación de las películas de quitosano 
y almidón, controlaron la población 
microbiológica de forma efectiva. Los 
recuentos de bacterias totales y hongos 
fueron menores con respecto al queso sin 
película comestible. 








Inoculación por inmersión del 
queso en una suspensión antes de 
la adición de la película. 
 
Concentración: 108 UFC/mL 
Películas de polietileno  4 °C y 22 °C 
Días: 
0, 1, 4, 7, 14, 28 
El recuento de L. monocytogenes disminuyó 
1,0 Log comparado con el control en el día 
28, cuando el queso fue almacenado a 4 °C. 
Por otro lado, cuando se manejó una 
temperatura de 22 °C hubo una disminución 
de 0,5 Log.  







Inoculado con 1% (v/v) de una 
suspensión antes de la adición del 
recubrimiento  
A. Recubrimientos de quitosano; 
B. recubrimiento de quitosano 
con liposomas de nisina; C. 
4°C, Días:  
0, 2, 4, 6, 8, 10, 
12, 14  
 
Para los tratamientos con liposomas de 
nisina aplicados directamente, a 25 °C, se 
observó que el número de bacterias viables 
incrementó gradualmente. Mientras que L. 
(Cui et al., 2016) 
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Concentración: 103 UFC/mL 
recubrimiento de quitosano con 
liposomas de nisina-sílica   
25°C, Días: 
0, 1, 2, 3, 5, 7 
monocytogenes disminuyó el crecimiento 
1,49 Log UFC/g al quinto día, cuando fue 
tratado con recubrimientos de quitosano 




No aplica. No aplica. C1. control sin recubrimiento ni 
aceite esencial; C2 con 
recubrimiento de quitosano; C3 
con recubrimiento y aceite de 
pescado 0,8%; C4 con 
recubrimiento y aceite al 1%. El 
queso fue sumergido por 60 
segundos. 
Días: 
3, 30, 60, 90 
Películas de quitosano enriquecidas con 
aceites esenciales mostró que afecta 
significativamente el decrecimiento de 




















Todas las combinaciones de nisina y ácido 
caprilico tuvieron efectividad frente a L. 
monocytogenes. Se observó que se redujo 
el recuento alrededor de 3 Lo UFC/g 
después de dos días de almacenamiento, 
comparado con el control. 






1.5.1 Objetivo general 
Evaluar el antagonismo de bacteriocinas de Pediococcus pentosaceus 147 y quitosano en 
recubrimientos comestibles frente a Listeria monocytogenes en queso campesino. 
1.5.2 Objetivos específicos 
 
▪ Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de la bacteriocina de Pediococcus 
pentosaceus 147 frente a Listeria monocytogenes. 
 
▪ Caracterizar las propiedades fisicoquímicas de películas comestibles que 
contienen bacteriocinas de Pediococcus pentosaceus 147 y quitosano. 
 
▪ Estudiar el efecto de la película comestible durante el periodo de 
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2. Capítulo II. Caracterización de la actividad 
antimicrobiana y cuantificación de la 
bacteriocina de Pediococcus pentosaceus 
147 frente a Listeria monocytogenes in vitro 
Resumen 
Las bacteriocinas son péptidos que por su actividad antagónica frente a microorganismos 
patógenos y causantes de deterioro han sido de gran interés. Pediococcus pentosaceus 
147 es una Bacteria ácido-láctica (BAL) capaz de producir agentes antimicrobianos. Las 
bacteriocinas producidas por este microorganismo han sido evaluadas previamente; sin 
embargo, en este estudio se continua la caracterización mediante el análisis de la actividad 
antimicrobiana, concentración mínima inhibitoria y cuantificación de proteína total. Los 
hallazgos mostraron halos de inhibición de un tamaño de 16,67±0,58 mm frente a una cepa 
indicadora de L. monocytogenes con una actividad antimicrobiana de 8533,33 UA/mL y 
una concentración de proteína total de 182,89 µg/mL. Adicionalmente, se determinó la CMI 
con un valor de 5,72 µg/mL. 
2.1 Introducción  
Las BAL son microorganismos utilizados comúnmente en la industria de alimentos para la 
preservación y mejoramiento de características sensoriales como textura y sabor, además  
de mejorar la vida útil de un producto (Porto et al., 2017). La producción de sustancias 
antimicrobianas como las bacteriocinas, es considerada una herramienta muy útil en 
biopreservación mediada por BAL (Settanni y Corsetti, 2008). Especies pertenecientes al 
género Pediococcus spp. son conocidos por su capacidad para reducir el crecimiento de 
bacterias Gram positivas, especialmente de L. monocytogenes (Cavicchioli et al., 2018; 
Porto et al., 2017); es por ello que la identificación y caracterización de las bacteriocinas 
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producidas por este género ha ganado particular importancia en los últimos años en la 
industria alimentaria. 
La mayoría de Pediococcus spp. son encontrados en alimentos. Son un grupo importante 
de bacterias iniciadoras que sirven para la producción de productos fermentados, o son 
utilizadas para la producción de bacteriocinas, mediante el uso de cepas como P. 
acidilactici y P. pentosaceus (Stiles y Holzapfel, 1997). P. pentosaceus son cocos Gram 
positivos que usualmente se agrupan en tétradas, son anaerobios facultativos, catalasa 
negativa y homofermentativos (Porto et al., 2017). Algunas cepas de P. pentosaceus han 
mostrado actividad bacteriocinogénica, dentro de las cuales están P. pentosaceus KJBC11 
(Sadishkumar y Jeevaratnam, 2017),  P. pentosaceus NKSM1 (Kumar et al., 2018), P. 
pentosaceus ATCC 43200 (De Souza et al., 2018), P. pentosaceus LBB44 (Kaur y Tiwari, 
2018), P. pentosaceus ST65ACC (Cavicchioli et al., 2018), entre otras. 
Gutiérrez-Cortés et al. (2018) aislaron la cepa bacteriocinogénica P. pentosaceus 147 
obtenida a partir de queso artesanal en el estado de Minas Gerais (Brasil). La cepa y sus 
bacteriocinas fueron caracterizadas, encontrando una actividad antimicrobiana de 51.200 
UA/mL frente a L. monocytogenes. Se reportó que estas bacteriocinas presentan actividad 
en un amplio rango de temperaturas, inclusive cuando son expuestas a tratamientos de 
121°C hasta por 20 minutos; y presentan estabilidad a rangos de pH entre 4 y 8. Tras 
precipitación con sulfato de amonio al 80% de saturación, y una separación por 
cromatografía presentó una actividad de 25.600 UA/mL y su peso molecular se reportó 
entre 3,5 y 6,5 KDa.  
En el presente capítulo se muestra el estudio de actividad y cuantificación de las 
bacteriocinas producidas por P. pentosaceus 147. Para ello se realizó la purificación parcial 
por medio de precipitación con sulfato de amonio y se evaluó la fracción más adecuada 
para su uso en posteriores ensayos. Luego, se evaluó la actividad antimicrobiana, se 
cuantificaron las proteínas totales por el método de Bradford y se determinó la CMI para 
su aplicación posterior. 
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2.2 Metodología  
2.2.1 Cepas bacterianas y condiciones del cultivo 
La cepa productora de bacteriocinas, P. pentosaceus 147, aislada a partir del queso 
artesanal Minas (Brasil), fue utilizada en este estudio debido a que ha demostrado su 
actividad antimicrobiana frente a L. monocytogenes (Gutiérrez-Cortés et al., 2018a). El 
stock del cultivo se conservó en caldo De Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS, BD Difco, 
Sparks, MD, USA) suplementado con 30% (v/v) de glicerol a -20°C. Por otro lado, L. 
monocytogenes ATCC 7644 fue utilizada como cepa indicadora y patogénica, para la 
evaluación de la actividad antimicrobiana. Esta cepa se conservó en caldo Brain Heart 
Infusion (BHI, Oxoid™) a -20°C y suplementado con 30% (v/v) de glicerol. 
2.2.2 Obtención del Sobrenadante Libre de Células (SLC) a partir 
de cepas de Pediococcus pentosaceus 147 
Para la obtención del sobrenadante libre en células (SLC), también llamado extracto crudo, 
se siguió la metodología de Gutiérrez-Cortés et al., (2018). Para ello se tomó 1 Litro de 
caldo MRS y se realizó un inoculo de 1% (v/v) de la cepa de P. pentosaceus 147 
previamente incubada durante toda la noche; esto se llevó a una temperatura de 37°C por 
24 h. El SLC se obtuvo por centrifugación a 10.000 ×g durante 10 min a 4°C del caldo 
previamente incubado, posteriormente se ajustó el pH a 6,0–6,5 con NaOH 1M. Finalmente 
y con el fin de desnaturalizar proteasas extracelulares y sustancias como peróxido de 
hidrogeno (H2O2) el extracto crudo se trató a 80°C por 10 minutos  (Cavicchioli et al., 2017; 
Marques et al., 2017). Este procedimiento se realizó por triplicado.  
2.2.3 Purificación parcial de la bacteriocina  
La purificación parcial de la bacteriocina de P. pentosaceus 147 se realizó a partir del SLC 
obtenido, de acuerdo al procedimiento de Kumari et al. (2012), con algunas modificaciones. 
Inicialmente, se tomó el SLC y se le adicionó lentamente sulfato de amonio ((NH4)2SO4) al 
60%, 70% y 80% de saturación manteniendo una temperatura constante de 4°C. Una vez 
realizado este paso, esto se almacenó por 24 h a la misma temperatura. Después de este 
tiempo, las muestras se centrifugaron a 10.000 xg por 30 minutos a 4°C y el precipitado se 
36 Efecto de las bacteriocinas de Pediococcus pentosaceus 147 incorporadas en 
recubrimientos comestibles para la preservación de queso campesino 
 
recolectó y disolvió en buffer fosfato de sodio 0,05M (pH 7,0). Posteriormente, la solución 
de bacteriocinas se dializó utilizando el mismo buffer durante 24 h mediante una membrada 
de celulosa (Spectra/Por®, 1000 Da MWCO, Fisher Scientific Pittsburgh, PA USA).  
2.2.4 Determinación de la actividad antimicrobiana  
La actividad antimicrobiana se realizó por el método de difusión en agar por pozos, usando 
como indicador la cepa L. monocytogenes ATCC 7644. Inicialmente, se verificó la actividad 
antimicrobiana de las cepas almacenadas a -20°C mediante la inoculación en 10 mL de 
caldo MRS e incubación a 37°C por 24 horas para la obtención del SLC; posteriormente 
se siguió el procedimiento descrito a continuación. En primer lugar, se realizaron diluciones 
seriadas de ½ del SLC con agua destilada estéril; posteriormente, se tomaron 30 µL de 
cada dilución y se depositaron en pozos de 5 mm realizados en agar BHI al 1% (p/v), el 
cual fue previamente inoculado con la cepa indicadora a una concentración de 104 
UFC/mL. Las placas se incubaron a 37°C por 24 h. Para su lectura se tuvo en cuenta que 
una zona de inhibición de por lo menos 2 mm de diámetro es considerada positiva 
(Hwanhlem et al., 2017). Para la lectura del diámetro de los halos se utilizó el software 
Image J, y como control positivo se utilizó Nisina (CIMPA S.A). 
Adicionalmente, la actividad se expresó en Unidades Arbitrarias por mL (UA/mL) usando 
la Ecuación (2.1), donde el título se definió como 2n, siendo n  la dilución más alta que 
mostró una zona clara de inhibición de por lo menos 2 mm del microorganismo indicador; 
y v, el volumen del SLC utilizado  (Apolônio et al., 2007). Este procedimiento se realizó por 
triplicado. 
𝑈𝐴 𝑚𝑙−1 = 2𝑛  
1000 𝜇𝑙
𝑣
 Ecuación (2.1) 
2.2.5 Cuantificación proteínas totales por el método de Bradford  
La determinación cuantitativa de proteínas totales de las fracciones obtenidas a partir del 
SLC se realizó de acuerdo al método descrito por Bradford (1976). Para esto se preparó 
el reactivo de Bradford a una concentración final de 0,01% de azul de Coomassie brillante 
G-250, etanol al 4,7% (v/v) y ácido fosfórico al 8,5% (v/v); se realizó una curva de 
calibración usando albumina de suero bovino (BSA), como estándar en un rango de 0 a 1 
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mg/mL de proteína, esto permitió la obtención de la ecuación de regresión lineal para 
cuantificar la concentración de proteínas totales.  Posteriormente, se tomaron 20 µL de la 
fracción de análisis (SLC y/o precipitados obtenidos después de purificación parcial con 
sulfato de amonio) y se aplicaron a 980 µL del reactivo de Bradford, luego se agitó y realizó 
la lectura a 525 nm en un espectrofotómetro Genesys 10S Uv-Vis después de 5 minutos 
y/o antes de 1 h. Las lecturas para este ensayo se realizaron por triplicado. 
Finalmente, con los resultados obtenidos en los numerales 2.2.3, 2.2.4 y 2.2.5 se realizó 
una tabla sintética de purificación en la cual se integraron los resultados obtenidos y se 
utilizaron las ecuaciones Ecuación (2.2), Ecuación (2.3), Ecuación (2.4) y Ecuación (2.5) 
(Katharopoulos et al., 2016). 






𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 Ecuación (2.3) 
𝑣𝑒𝑐𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑝𝑢𝑟𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑒𝑡𝑎𝑝𝑎 
𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 𝑒𝑡𝑎𝑝𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
× 100 Ecuación (2.4) 
𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (%) =
𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑒𝑛 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑒𝑡𝑎𝑝𝑎 
𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑒𝑡𝑎𝑝𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
× 100 Ecuación (2.5) 
 
2.2.6 Determinación de la Concentración mínima inhibitoria (CMI) 
Con el fin de determinar la CMI del SLC se utilizaron dos metodologías. La primera fue la 
de difusión en agar por pozos, realizado de acuerdo al procedimiento planteado en el 
numeral 2.2.4, donde la CMI se definió como la concentración más baja del SLC que 
mostró un halo de inhibición con un diámetro mayor a 2 mm, después de 24 h de inhibición 
(Goulhen et al., 1998). En segunda instancia, se utilizó la metodología de macrodilución 
en caldo de acuerdo con lo descrito por Kana y Meimandipour (2017) con algunas 
modificaciones. Se prepararon tubos de 1 mL de caldo BHI y se adicionó 1 mL del SLC, 
obtenido previamente de acuerdo con el procedimiento 2.2.2, al primer tubo. A partir de 
este tubo se realizaron diluciones seriadas ½, hasta llegar a un total de 10 diluciones, es 
decir hasta una concentración de 1/1024. Posteriormente a cada tubo se le adicionaron 10 
µL de una suspensión de 104 UFC/mL de L. monocytogenes ATCC 7644. Se realizaron 
tres controles: 1. control del medio (caldo BHI), 2. control de esterilidad del SLC (caldo BHI 
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más SLC), 3. control de crecimiento del microorganismo indicador (caldo BHI más inoculo). 
En esta metodología, la CMI se definió como la concentración más baja del SLC en la cual 
no se observó crecimiento bacteriano. La determinación de CMI utilizando las dos 
metodologías se realizó por triplicado.  
2.3 Resultados y discusión  
Inicialmente y con el objetivo de disminuir la variabilidad y estandarizar las técnicas 
utilizadas, se decidió trabajar con repiques de P. pentosaceus 147 de pase número 2 
obtenidas a partir de la cepa original. Para ello se creó un stock de 50 viales y se hizo el 
recuento para estandarizar la concentración de la biomasa en unidades formadoras de 
colonia (UFC) por vial. Este mismo procedimiento se realizó para la cepa indicadora de L. 
monocytogenes ATCC 7644. En la Tabla 2-1 se observa el recuento de colonias por vial. 
Tabla 2-1 Recuento bacteriano cepas bacterianas conservadas a -20°C. 
Cepa bacteriana Recuento total (UFC/mL) 
Pediococcus pentosaceus 147 1,82 x 108 
Listeria monocytogenes ATCC 7644 1,74 x 107 
 
Antes de iniciar los ensayos, la viabilidad y actividad antimicrobiana de las cepas de P. 
pentosaceus 147 conservadas a -20°C contra la cepa indicadora se confirmó siguiendo el 
procedimiento del numeral 2.2.4. Los resultados de inhibición del crecimiento de L. 
monocytogenes y la formación de halos de inhibición (diámetro de 15 mm) se pueden 
observar en el Anexo A.  
2.3.1 Purificación parcial de la bacteriocina de P. pentosaceus 
147 
Para la evaluación del efecto antimicrobiano de las bacteriocinas de P. pentosaceus 147, 
se realizó la estandarización de la purificación parcial de bacteriocinas que permitió 
seleccionar la fracción más adecuada con un efecto inhibitorio frente a L. monocytogenes. 
Se realizó la purificación parcial con sulfato de amonio - (NH4)2SO4, como se describe en el 
numeral 2.2.3, posteriormente se determinó la actividad antimicrobiana y la concentración 
de proteínas totales tanto del SLC y los precipitados obtenidos, como se observa en la 
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Figura 2-1. Los resultados obtenidos fueron utilizados para realizar la tabla de purificación 
parcial de la bacteriocina (Tabla 2-4). 
 
Figura 2-1 Diagrama de flujo del proceso de purificación parcial de 
bacteriocinas producidas por P. pentosaceus 147. 
2.3.2 Determinación de la actividad antimicrobiana  
En la Figura 2-2 se puede apreciar el montaje de la evaluación de la actividad 
antimicrobiana. Cabe aclarar que el control utilizado para este ensayo fue nisina a una 
concentración de 500 UI/m (12,5mg/mL), concentración aceptada por según la FAO/OMS 
Codex para la aplicación en queso (Ross et al., 2002). Es pertinente mencionar que los 
sobrenadantes obtenidos después de la precipitación no presentaron actividad 
antimicrobiana, por lo que se infirió que la precipitación parcial de la bacteriocina fue 
exitosa. 
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Figura 2-2 Halos de inhibición de las fracciones obtenidas durante la precipitación con 
sulfato de amonio. En esta figura se pueden apreciar los halos de inhibición, formados a 
partir de diluciones seriadas de a) SLC, b) Precipitado con 70% de saturación de sulfato 
de amonio, c) Sobrenadante obtenido a partir de la precipitación al 70% de saturación. N 
(nisina): control positivo; B (agua destilada estéril):  control del diluyente; D: SLC o 
precipitado sin diluir; la numeración 1 a la 6 indican las diluciones seriadas realizadas. 
Adicionalmente, se observó un tamaño promedio de las zonas de inhibición en el 
crecimiento de L. monocytogenes fue de 16,67 ± 0,58 mm para el SLC. Este resultado no 
presentó diferencias significativas (p>0,05) con los tamaños de los halos formados a partir 
de los precipitados obtenidos después de la purificación parcial (Tabla 2-2). Algunos 
autores han encontrado zonas de inhibición de magnitudes similares a las obtenidas en el 
presente estudio, con tamaños que varían entre 11 y 19,5 mm frente a cepas de Listeria 
spp. utilizando bacteriocinas producidas por cepas bacteriocinogénicas como P. 
pentosaceus ATCC 43200 (De Souza et al., 2018). En otros casos han encontrado un 
tamaño mayor a 20 mm frente L. monocytogenes a partir de otras bacteriocinas producidas 
por Lb. plantarum (Lv et al., 2018).  
Tabla 2-2 Diámetros de inhibición (mm) del extracto crudo y precipitados obtenidos a partir 
del tratamiento con sulfato de amonio. Se muestran los resultados obtenidos para cada 
una de las 8 diluciones realizadas del SLC y/o precipitado obtenido. 
Diámetros de inhibición (mm) 
Dilución 0 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 
Control 16,67±0,58 15,33±0,58 13,33±0,58 11,67±0,58 9,67±0,58 7,67±0,58 3,00±0,00 0,00±0,00 
SLC 16,67±0,58 15,33±0,58 13,67±0,58 12,67±0,58 11,33±0,58 10,00±0,00 8,00±0,00 6,33±0,58 
60P 14,33±0,58 13,00±0,00 11,00±0,00 9,67±0,58 7,33±0,58 3,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 
70P 15,33±0,58 13,67±0,58 11,33±0,58 10,00±0,00 8,33±0,58 5,33±0,58 3,33±0,58 0,00±0,00 
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80P 15,33±0,58 13,00±0,00 11,67±0,58 10,33±0,58 7,67±0,58 6,67±0,58 3,67±1,15 0,00±0,00 
Quitosano 6,67±0,58 4,00±0,00 3,00±0,00 1,33±0,58 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 
 
Al obtener los valores de actividad antimicrobiana en unidades arbitrarias se observó que 
a diferencia del tamaño de las zonas de inhibición, sí se observaron diferencias 
significativas (p<0,05) en las unidades de medida de la actividad antimicrobiana, donde el 
valor mayor encontrado fue del SLC crudo con 8.533,33 UA/mL, seguido de los 
precipitados obtenidos a partir de saturaciones del 70% y 80% con una actividad de 
4.266,67 UA/mL (Tabla 2-4). Esto puede ser debido principalmente a que en el SLC no se 
encuentran únicamente bacteriocinas, sino que además puede tener otros compuestos con 
actividad antagónica frente a bacterias. Dentro de estas sustancias se encuentra el ácido 
láctico u otros ácidos orgánicos; además de la presencia de peróxido de hidrógeno y 
diacetilo (Shah y Rajiv, 2002).  
Estudios con bacteriocinas de cepas de Pediococcus spp. han mostrado actividades 
antimicrobianas variables. Un estudio realizado con bacteriocinas producidas por P. 
acidilactici HW01 presentaron una actividad de 640 UA/mL (Ahn, Kim, & Kim, 2017). El 
SLC producido por P. pentosaceus LB44  mostró una actividad de 3.200 UA/mL cuando 
fue precipitado con  sulfato de amonio con diferentes saturaciones entre 25% y 50%; sin 
embargo, los autores de este estudio observaron que la actividad incrementó a 6.400 
UA/mL cuando utilizaron saturaciones entre 60% y 80% de sulfato de amonio (Kaur y 
Tiwari, 2018). Esto demuestra que las condiciones de purificación deben ser estudiadas y 
estandarizadas de acuerdo a la cepa de trabajo para la obtención de la mejor actividad del 
agente antimicrobiano.  
2.3.3 Cuantificación de proteínas totales por el método de 
Bradford 
La cuantificación de proteína total, del SLC y precipitados tratados con sulfato de amonio, 
se realizaron por método de Bradford, utilizando como estándar 8 concentraciones de 
albúmina de suero bovino (BSA) para realizar la curva de calibración (Figura 2-3). La 
lectura se realizó utilizando una longitud de onda de 595nm. Los análisis estadísticos 
arrojaron un R2 igual a 0,9895 con una ecuación donde la concentración fue igual a 
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0,005162 + (1,290981 * Absorbancia). Los análisis para la determinación de la curva de 
calibración y estudio de las muestras se realizaron por triplicado. 
CURVA DE CALIBRACIÓN BSA- BRADFORD
BSA (mg/mL)



























Figura 2-3 Curva de calibración para la determinación de proteínas totales, utilizando como 
patrón Albumina de Suero Bovino (BSA). 
A partir de las absorbancias obtenidas y utilizando la ecuación de la regresión lineal de la 
curva de calibración se calculó la concentración de proteína total del SLC en un valor de 
182,89 ± 1,49 µg/mL. Adicionalmente, se encontraron diferencias significativas (p<0,05) 
entre el SLC y los precipitados. Esta concentración disminuyó a un poco menos de la mitad 
cuando se realizó la precipitación con sulfato de amonio con porcentajes de saturación de 
60%, 70% y 80%, los cuales tenían una concentración de 64,12 µg/mL, 65,84 µg/mL y 
73,58 µg/mL, respectivamente (Tabla 2-3).  
Tabla 2-3 Determinación de la concentración de proteína 
total por el método de Bradford 
Paso de purificación Proteína (µg/mL) 
SLC  182,89 a 
Saturación de (NH4)2SO4 al 60% 64,12 b 
Saturación de (NH4)2SO4 al 70% 65,84 b 
Saturación de (NH4)2SO4 al 80% 73,58 b 
Las letras minúsculas en la columna de concentración de proteína 
representan diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).  
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Resultados similares han sido encontrados en otros estudios, donde se ha reportado la 
reducción de la concentración de proteínas totales después de aplicar diferentes técnicas 
de precipitación. Dentro de dichos estudios se ha visto que el SLC de P. pentosaceus 
VJ13B, con una concentración de 82,84 ± 9,42 mg/mL en el extracto crudo, disminuye a 
67,4  ± 4,87 mg/mL cuando es precipitado con acetona (Vidhyasagar y Jeevaratnam, 
2013). Otras cepas como P. pentosaceus NCDC 273 han demostrado actividades de 2,17 
mg/mL en SLC y en sus precipitados obtenidos, después de utilizar una saturación del 80% 
de (NH4)2SO4, fue de 1,05 mg/mL. Estos resultados concuerdan con lo observado en este 
estudio, donde la concentración puede llegar a disminuir hasta la mitad. A pesar de 
observar que la concentración de proteínas totales presente en el SLC de este estudio es 
baja, comparada con las concentraciones obtenidas por los autores previamente 
mencionados, se puede decir que se obtuvo una buena actividad antimicrobiana como se 
demostró en el numeral 2.3.2. 
2.3.4 Análisis purificación parcial de la bacteriocina 
A partir de los resultados obtenidos se completó la Tabla 2-4 de purificación de las 
bacteriocinas, donde se muestra la evaluación del rendimiento (%), la cual se basa en la 
recuperación de la actividad antimicrobiana después de cada paso de purificación. Se 
observó que el porcentaje de rendimiento alcanzado utilizando un porcentaje de saturación 
de 70% y 80% de (NH4)2SO4 fue de 26,67%; este valor fue mayor comparado con el valor 
obtenido cuando el SLC se trató con un porcentaje de saturación menor. Chen et al., (2014) 
y Vijay et al. (2012) obtuvieron un porcentaje de rendimiento del 64%, por lo que consideran 
que el sulfato de amonio es de gran utilidad para la concentración inicial de bacteriocinas 
a partir del SLC, considerando además pasos adicionales para la purificación. Zhang et al. 
(2018) obtuvo un 48% de rendimiento al utilizar un porcentaje de saturación del 80%, y 
además realizó otros pasos de purificación como cromatografía de intercambio iónico para 
aumentar la pureza de una bacteriocina producida por L. plantarum J23. 
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SLC 15 8.533,33 12,8 46.659,10 1,00 100 
Saturación de (NH4)2SO4 al 60% 8 2.133,33 1,71 33.272,76 0,71 13,33 
Saturación de (NH4)2SO4 al 70% 8 4.266,67 3,41 62.360,13 1,34 26,67 
Saturación de (NH4)2SO4 al 80% 8 4.266,67 3,41 57.983,85 1,24 26,67 
 
Por otro lado, se observó que cuando se realizó el proceso de purificación parcial la 
actividad específica aumentó de 46.659,10 UA/mg hasta 62.36013 UA/mg cuando se 
utilizó (NH4)2SO4 con un porcentaje de saturación del 70%. Esto se correlacionó con las 
veces de purificación, es decir que entre más puras se encontraban las bacteriocinas, 
mayor era la actividad específica. Esta metodología permitió demostrar, que la purificación 
más alta de la bacteriocina alcanzada fue de 1,34 veces. En este sentido, Vijay et al. (2012) 
purificó una bacteriocina, producida por P. pentosaceus NCDC 273, 1,3 veces con una 
actividad específica de 7.800 UA/mg; además encontró que la fracción obtenida después 
de realizar cromatografía de intercambio iónico fue purificada 340 veces y presentó una 
actividad específica de 3.740.000 UA/mg. 
Este análisis permitió demostrar que la purificación parcial resultó en una pérdida 
importante de la concentración de proteínas totales, sin embargo, se observó que la 
actividad específica incrementó, indicando mayor pureza en los precipitados obtenidos. El 
óptimo de recuperación se obtuvo usando un porcentaje de saturación del 70% de 
(NH4)2SO4. Sin embargo, el porcentaje de rendimiento es menos del 30%, con un valor de 
purificación de 1,34 veces, con respecto al SLC. Esta aproximación muestra dos puntos 
desfavorables: el primero el bajo rendimiento al momento de obtener el precipitado y el 
segundo la disminución de la actividad antimicrobiana. Este mismo escenario se ha 
presentado en otras investigaciones realizadas. Lv et al., (2018) reportaron disminución en 
el rendimiento en la concentración de proteínas utilizando la precipitación por sulfato de 
amonio, por tanto, utilizaron nuevas metodologías, como la extracción por acetato de etilo, 
que les permitió obtener hasta un 40% de rendimiento de la bacteriocina producida por Lb. 
plantarum DY4-2.  
Por lo observado en estos resultados, se propone el uso de metodologías 
complementarias, que han sido utilizadas por otros autores  (Chen et al., 2014; Vera et al., 
2014; Vijay et al., 2012) y que permiten una mayor purificación de las bacteriocinas; dentro 
de estas se encuentra cromatografía de intercambio iónico, extracción en fase sólida, o 
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cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC). Estudios han obtenido una recuperación 
de hasta el 80% del péptido antimicrobiano, usando saturaciones del 80%, como en el caso 
de la Pediocina ST18; sin embargo, en dicho estudio se requirieron pasos subsecuentes, 
como el uso de una columna Sep-Pack 18 y HPLC para purificar las bacteriocinas (Todorov 
y Dicks, 2005). Se ha observado que los estudios con varios pasos de purificación tienen 
como resultado bacteriocinas altamente puras, pero con un porcentaje de recuperación 
bajo. Un ejemplo de lo anterior es el SLC con lactocina MM4 el cual fue sometido a 
diferentes pasos de purificación como extracción por acetato de etilo, paso por una 
columna de intercambio iónico y por último HPLC, obteniendo una bacteriocina 89,9 veces 
purificada pero con un rendimiento de hasta 0,51% (Hu et al., 2017).  
De acuerdo con los resultados obtenidos previamente y teniendo en cuenta los resultados 
de la Tabla 2-4, que demostraron que el porcentaje de rendimiento durante la purificación 
parcial de la bacteriocina fue menor al 30%, se decidió utilizar el SLC de forma directa para 
la evaluación de la concentración mínima inhibitoria. 
2.3.5 Concentración mínima inhibitoria (CMI) 
Los halos de inhibición para la evaluación de la CMI se pueden observar en la Figura 2-4.  
Se encontró que la CMI del SLC de P. pentosaceus 147 se ubicó en la dilución 1/32 
(número 5), con una concentración de 5,72 µg/mL. 
 
Figura 2-4 CMI del SLC de P. pentosaceus 147. Los números 1 al 6 
representan las diluciones seriadas realizadas del SLC, N (nisina): control 
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positivo, y B (agua destila estéril): control del diluyente. D: SLC sin 
ninguna dilución. 
Este valor concuerda con los resultados obtenidos utilizando el método de macrodilución 
en caldo. Estos resultados se pueden observar en la Figura 2-5, donde el tubo número 1 
representa la dilución 1/2, es decir una concentración de 91,45 µg/mL; a partir de este se 
realizaron 10 diluciones seriadas hasta llegar a la dilución 1/1024 con una concentración 
de 0,178 µg/mL. El tubo número cinco (1/32), correspondiente a la concentración 5,72 
µg/mL, representó la dilución en la cual no hubo crecimiento de L. monocytogenes.  
 
Figura 2-5 Concentración mínima inhibitoria obtenida por macrodilución en caldo del SLC 
de P. pentosaceus 147. Al final se encuentra el tubo de control del medio, control de 
crecimiento y control de esterilidad del SLC. 
Los resultados obtenidos en este ensayo concuerdan con otros estudios realizados con 
bacteriocinas. Yi et al. (2016) encontraron resultados similares en la CMI de Lactocina 
XN8-A con un valor de 6,85 µg/mL. Sin embargo, otros análisis han hallado valores 
mayores de la CMI, obtenidos a partir de otro tipo de bacteriocinas. Por ejemplo Al-Seraih 
et al. (2017)  encontró que el valor de la CMI de la enterocina B3A-B3B frente a las cepas 
L. monocytogenes 162 y L. monocytogenes 162R fue de 64 µg/mL; por otro lado, 
Naghmouchi et al. (2011)  obtuvieron una CMI de 10–20 µg/mL para pediocina PA-1 y 7,5 
µg/mL para polimixina E. Comparando dichos resultados con los obtenidos en este estudio, 
se puede observar que el valor de la CMI hallada por dichos autores es mayor; sin embargo 
es posible concluir que a pesar de que el valor de la CMI de este estudio (5,72 µg/mL) fue 
menor; este resultado presenta una gran actividad inhibitoria, como se observa en los 
resultados de actividad antimicrobiana. Esto demuestra el uso potencial de las 
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bacteriocinas obtenidas de P. pentosaceus 147 en la industria alimentaria; ya que, a 
concentraciones bajas, pueden mostrar un buen efecto antimicrobiano.  
2.4 Conclusiones 
Durante la purificación parcial de las bacteriocinas de P. pentosaceus 147, se observó que 
a pesar de que la actividad específica aumenta durante la purificación parcial con sulfato 
de amonio, el porcentaje de rendimiento fue bajo. Por lo tanto, se escogió el SLC como la 
mejor fracción a utilizar para los ensayos posteriores.  
Se comprobó la actividad antimicrobiana de las cepas de P. pentosaceus 147 frente a la 
cepa de L. monocytogenes ATCC 7644, la cual fue de 8.533,33 UA/mL. La concentración 
de proteínas totales del SLC fue de 182,89 µg/mL y la CMI en la cual se encontró actividad 
frente a L. monocytogenes fue de 5,72 µg/mL. Estos datos son de importancia para el 
estudio y aplicación de las bacteriocinas a nivel in situ. 
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3. Capítulo III. Caracterización de las 
propiedades fisicoquímicas de películas 
comestibles de quitosano incorporadas con 
bacteriocinas de Pediococcus pentosaceus 
147 
Resumen 
La caracterización y efecto antimicrobiano de recubrimientos comestibles de quitosano que 
contenían bacteriocinas producidas por Pediococcus pentosaceus 147 fue investigado. 
Las películas con la adición de sobrenadante libre de células (SLC) mostraron que la 
permeabilidad al vapor de agua (PVA) aumentó, comparado con la película control. Por el 
contrario, la fuerza tensil y porcentaje de elongación disminuyeron. No se observaron 
diferencias en la morfología a través de microscopia electrónica (SEM). Adicionalmente, la 
actividad de la película fue evaluada in vitro frente a Listeria monocytogenes, observando 
el incremento de la actividad antagonista cuando se incorporó el SLC. 
3.1 Introducción 
Las alteraciones microbiológicas y fisicoquímicas de productos alimenticios son 
responsables de enormes pérdidas en la industria alimentaria, por lo tanto, procesos físicos 
y químicos se han desarrollado para extender la vida útil de algunos productos y mantener 
la calidad de estos. Los recubrimientos comestibles, como barreras antimicrobianas, son 
alternativas para preservar los alimentos debido a que son considerados sistemas de 
empaque activo con alta efectividad para inhibir microorganismos de deterioro y/o 
patogénicos que contaminan los alimentos. Además de lo anterior, son capaces de 
controlar la humedad, oxígeno, aromas, transporte de solutos, entre otras características 
(Dutta et al., 2009).  
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Los empaques comestibles son usualmente formados por sustancias como proteínas, 
polisacáridos, lípidos, resinas y/o combinaciones de estos (Dutta et al., 2009). En este 
sentido, ha sido demostrado que el quitosano, un biopolímero obtenido a partir del 
exoesqueleto de crustáceos, o de la pared celular de algunos hongos u otros materiales 
biológicos, ha sido una sustancia con potencial aplicación y uso para la formación de 
películas comestibles. Otra característica, es que presenta actividad antimicrobiana propia, 
cuyo mecanismo de acción no es conocido exactamente; sin embargo, se ha planteado 
que los grupos amino cargados de forma positiva, interactúan con las cargas negativas de 
la membrana celular de los microorganismos y esto conduce a la salida de componentes 
intracelulares (Dutta et al., 2009). 
En general, se conoce que las películas comestibles de quitosano poseen buenas 
propiedades mecánicas, sin embargo, tiene alta permeabilidad al vapor de agua por lo que 
puede limitar su uso. Una de las ventajas es que la adición de lípidos neutros o ceras de 
ácidos grasos pueden mejorar este último aspecto (Elsabee y Abdou, 2013). Por otro lado, 
es importante conocer la composición y estructura de los recubrimientos comestibles, ya 
que estas características pueden afectar los mecanismos de transferencia de agua y por 
lo tanto las propiedades de barrera (Morillon et al., 2010).  
Tanto los recubrimientos como los alimentos están expuestos a diversos factores durante 
el procesamiento, transporte y almacenamiento. Esto hace indispensable el estudio sobre 
su comportamiento en función de algunos parámetros fisicoquímicos y microbiológicos. En 
el presente capítulo se describe la caracterización de películas comestibles de quitosano 
y el efecto de la incorporación del sobrenadante libre de células como vehículo de 
bacteriocinas producidas por P. pentosaceus 147. 
3.2 Materiales y métodos 
3.2.1 Elaboración de recubrimientos comestibles  
Los recubrimientos comestibles fueron preparados de acuerdo con la formulación 
propuesta por (Piedrahita-Marquéz, 2017; Piedrahita-Marquéz et al., 2018), quien 
caracterizó previamente recubrimientos comestibles de quitosano. Para la preparación se 
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disolvieron 4g de quitosano en 200mL de una solución de ácido láctico al 1 % (v/v) bajo 
agitación continua a 40 °C durante 2h. La mezcla se filtró y se le adicionó 1 mL de glicerol 
como agente plastificante y 1 mL de Tween® 80 como agente tensoactivo a 67 °C. 
Posteriormente, de acuerdo con el tipo de preparación se adicionó la concentración 
adecuada de SLC, obtenida de acuerdo a la sección 2.2.2, y se homogenizó la mezcla 
utilizando ULTRA-TURRAX® IKA (T18, Ika-werke, Alemania) a 8000 rpm por 5 min. Las 
películas se prepararon poniendo 12 mL de la solución en cajas de Petri de 9 cm de 
diámetro y se dejaron secar en un horno al vacío con una temperatura de 45°C durante 24 
h. Para el análisis se realizaron dos preparaciones: PC: película control de quitosano sin 
SLC (control) y PS: película de quitosano con SLC, utilizando la CMI previamente hallada 
en la sección 2.3.4 (5,72 µg/mL). El SLC se adicionó después de la aplicación de los 
agentes tensoactivo y plastificante. Las películas se almacenaron a 20°C a 50% de HR 
hasta su análisis. 
3.2.2 Permeabilidad del vapor del agua 
Inicialmente, el espesor de la película se midió con un micrómetro (Stanprof®) en diez 
posiciones aleatorias. Estos valores fueron utilizados para calcular la permeabilidad al 
vapor de agua (PVA) (Martins et al., 2010). Las mediciones de permeabilidad al vapor del 
agua (PVA) se determinaron gravimétricamente de acuerdo con el método ASTM E96-92 
(ASTM, 1992), usando copas con un diámetro de 2 cm. Las películas se pusieron sobre 
las copas que contenían agua destilada (100% HR; presión de vapor de 2337 Pa a 20°C). 
Este montaje se ubicó en un desecador a 20°C que contenía sílica gel. Los pesos se 
tomaron en intervalos de una hora hasta la hora 8. La PVA (g m-1 s-1 Pa-1) de las películas 
se calculó realizando una regresión linear de los puntos de la pérdida de peso versus el 
tiempo (Fajardo et al., 2010). 
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Donde ∆𝐺 es el cambio de peso (g), t el tiempo durante el cual ocurre ∆𝐺 (h), A es el área 
de la copa (m2), y ∆𝐺 /t es la pendiente de la gráfica lineal. Luego de ello, se aplicó la 







Donde 𝑙 (m) es el grosor de la película y ∆𝑝 es la diferencia de presión de vapor entre 
ambas caras de la película (Pa).  La media se obtuvo a partir de tres mediciones realizadas 
por muestra (Davidović et al., 2018). 
3.2.3 Contenido de humedad  
El contenido de humedad y solubilidad en agua de las películas se realizó por el método 
gravimétrico de acuerdo con Torres-León et al. (2018). Muestras de las películas de 2x2 
cm fueron pesadas (M0) y colocadas en un horno a 105°C durante 24 h hasta llegar a peso 
constante, transcurrido este tiempo se pesaron nuevamente (M1). El contenido de 
humedad se determinó como el porcentaje de la pérdida del peso inicial de la película 
durante el secado, reportado sobre base seca de acuerdo con la Ecuación (3.3). 







Para la determinación del color, se utilizó un colorímetro Hunterlab (ColorQuest XE, USA) 
calibrado con un estándar minolta blanco con los siguientes parámetros: X= 80,10, Y= 
84,98 y Z= 89,33. Para ello fue usada la escala CIE L*a*b*. La diferencia total de color 
(∆𝑬 ∗) y la intensidad de color (𝒄 ∗), se calcularon de acuerdo con las ecuaciones Ecuación 
(3.4) y Ecuación (3.5). Las mediciones se realizaron por triplicado. 
∆𝐸 ∗= [(∆𝐿 ∗)2 + (∆𝑎 ∗)2 + (∆𝑏 ∗)2]1/2 Ecuación (3.4) 
 
𝑐 ∗= [(𝑎 ∗)2 + (𝑏 ∗)2]1/2 Ecuación (3.5) 
60 Efecto de las bacteriocinas de Pediococcus pentosaceus 147 incorporadas en 




3.2.5 Transmisión de luz y opacidad 
Los valores de transmisión de luz de las películas se obtuvieron mediante el uso del 
espectrofotómetro de luz visible a 600 nm (Genesys 10S Uv-Vis). Películas cortadas en 
rectángulos (1 x 4 cm) se pusieron en celdas de cuarzo y se utilizó una celda vacía como 
blanco referencia. Los valores de opacidad se expresaron como la tasa de absorbancia a 
600 nm (A600) y el grosor de la película (Nouraddini et al., 2018). La opacidad se obtuvo 







Donde A600 es la absorbancia a 600 nm y X es el espesor de la película en (mm). 
3.2.6 Propiedades mecánicas 
Las propiedades mecánicas de las películas se determinaron de acuerdo al método 
descrito por Mei et al. (2013) con algunas modificaciones. La prueba se llevó a cabo 
usando un texturómetro TA-TX plus®. Películas de 20x80 mm se montaron en las 
mordazas de tensión. La separación inicial de las mordazas fue de 60 mm con una 
velocidad transversal de 0,83 mm/s. La fuerza tensil se calculó con base en el área 
transversal original de la muestra usando la Ecuación (3.7), mientras que el porcentaje de 
elongación (%EL) se obtuvo usando la Ecuación (3.8).  












Donde N, representa la fuerza en la carga máxima en la ruptura (N), A hace referencia al 
área transversal inicial de la película (m2). 𝐿0 es la longitud inicial de la muestra (mm) y 𝐿 
es la longitud final de la muestra (mm). 
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3.2.7 Determinación de la actividad antilisteria de recubrimientos 
comestibles con quitosano 
Para determinar la actividad antilisteria de los recubrimientos de quitosano sin SLC (PC: 
Película control) y con SLC (PS: Película con SLC) se utilizó el método de difusión en agar 
de acuerdo a lo descrito por Ollé et al. (2014), con algunas modificaciones. Inicialmente 
100 µL de una suspensión 4 Log UFC/mL de L. monocytogenes fue inoculada en la 
superficie de agar BHI (1% de agar). Posteriormente, 10 µL de las soluciones de PC y PS 
fueron colocados en la superficie del agar. Como controles de actividad se utilizó SLC sin 
diluir y Nisina®. El montaje se realizó por triplicado y fue incubado a 37°C durante 24 h, 
para la posterior medición (mm) del halo de inhibición. 
3.2.8 Evaluación de la morfología por Microscopía Electrónica de 
Barrido (SEM) 
La morfología de las películas se realizó usando microscopía electrónica de barrido (SEM) 
en el laboratorio de microscopia electrónica de la Universidad Nacional de Colombia. 
Inicialmente, muestras de un tamaño de 1,0 mm x 5,0 mm fueron recubiertas con una capa 
metálica de oro-paladio con la ayuda de un metalizador Q150R ES (Quorum). 
Posteriormente fueron observados en microscopio electrónico de barrido TESCAN (Vega3, 
Republica checa) con un voltaje de aceleración 8 Kv.  
3.2.9 Análisis estadísticos 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando un análisis de varianza (ANOVA), seguido 
de prueba Tukey para comparar diferencias significativas entre tratamientos. La 
herramienta estadística utilizada fue R-studio. Para los análisis se tuvo en cuenta un 
intervalo de confianza del 95% (p< 0,05). Los valores fueron expresados como la media ± 
desviación estándar.   
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3.3 Resultados y discusión 
3.3.1 Propiedades fisicoquímicas 
Los resultados obtenidos de espesor y humedad son presentados en la Tabla 3-1. Se 
encontraron diferencias significativas (p<0,05) en las dos formulaciones estudiadas. 
Durante la evaluación del espesor de la película (µm), se observó que la incorporación de 
agente antimicrobiano aumentó el espesor. Esto puede ser debido a que la adición del SLC 
cambia la composición de la película a nivel estructural. Esto mismo fue reportado por 
Santiago-Silva et al. (2009) y Quintero-Salazar et al. (2005) quienes observaron el 
incremento del espesor cada vez que se aumentaban las concentraciones de Pediocina 
(ALTA® 2351) y bacteriocinas a partir de P. parvulus VKMX133 en películas comestibles 
de celulosa y/o películas de proteínas de suero, respectivamente. 
Tabla 3-1 Propiedades fisicoquímicas de películas comestibles.   
Película Espesor (µm) Humedad (%) 
PVA  
(g.m-1.s.Pa-1) 
PC 24,67 ± 0,58b 28,03 ± 1,06a 1,11 x 10-9 
PS 34,00 ± 1,00a 25,90 ± 0,37b 1,55 x 10-9 
PC: película de quitosano, PS: película de quitosano con 5,72 µg/mL de 
bacteriocinas. Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias 
significativas (prueba de Tukey p<0,05). 
Con respecto a la humedad el valor más alto se obtuvo con la película control. Se observó 
que la adición de bacteriocina disminuyó los niveles de humedad a un valor de 25,90 ± 
0,37%. Resultados similares fueron expuestos por Wang et al. (2018), quienes encontraron 
que la adición de otro componente como celulosa nanobacteriana a películas de agar, 
hubo una disminución del contenido de humedad, argumentando que la interacción entre 
estos dos compuestos bloqueó el paso del agua y su unión a través de puentes de 
hidrogeno. Esto también ha sido reportado por Basch et al. (2013) en películas de almidón 
adicionadas con hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). De acuerdo con Cozmuta et al. (2015) 
los altos niveles de humedad, favorecen la adhesión de películas comestibles a productos 
acuosos, mientras que una película con bajo nivel de humedad es más apropiado para 
cubrir alimentos grasosos, como quesos procesados o carne de cerdo. 
Por otro lado, la permeabilidad del vapor de agua (PVA) es una característica importante 
para la aplicación de recubrimientos comestibles como sistemas de empaque de alimentos. 
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Esto refleja la habilidad de la película para prevenir o reducir la transferencia de agua entre 
el alimento y el ambiente (Homez-Jara et al., 2018). Como se muestra en la Tabla 3-1 y en 
la Figura 3-1 la PVA para PC y PS fueron 1,11 X 10-9 g.m-1.s.Pa-1 y 1,55 X 10-9 g.m-1.s.Pa-
1, respectivamente. Estos resultados mostraron diferencias significativas (p<0,05) entre las 
dos películas, ya que al adicionar el agente antimicrobiano la permeabilidad del agua 
aumentó. Resultados similares a los obtenidos por Basch et al. (2013), quienes adicionaron 
nisina y sorbato de potasio a películas de almidón con HPMC, y hubo un incremento de la 
PVA. Este comportamiento puede ser atribuido a que la presencia de los péptidos 
antimicrobianos del SLC, generan cambios en las interacciones del quitosano e 
interrupción en la matriz del biopolímero. Se ha descrito, que en el extremo N-terminal de 
las pediocinas hay mayor presencia de las regiones conservadas hidrofílicas, esto 
probablemente resulta en la interacción con las moléculas de agua y permite una mayor 
permeabilidad (Pranoto et al., 2005). Adicionalmente, haciendo una comparación de los 
resultados obtenidos en este estudio, con respecto a otro análisis; se observó que los 
valores de PVA son mayores a los obtenidos por Fajardo et al. (2010) quien reportó un 
valor de 8,60 X 10-11 para la película control (1% de quitosano) y 8,9 X 10-11 para películas 
de quitosano con la bacteriocina natamicina. Estos valores más altos pueden deberse a 
que en las películas realizadas en este estudio presentan mayor concetración de quitosano 
(2%) y su alto valor de permeación, se atribuye a su naturaleza hidrofílica que le permite 
interactuar en mayor medida con moleculas de agua. 
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Figura 3-1 Permeabilidad de vapor de agua de las películas. Las letras sobre cada barra 
indican diferencias significativas (Prueba de Tukey, p=0,00135). 
Por otro lado, Qin et al. (2015) hallaron valores de PVA de 2,18 ± 0,02×10−9 g·m/m2·s·Pa 
en películas de quitosano, los cuales lograron disminuir hasta 1,47 ± 0,15 ×10−9 
g·m/m2·s·Pa cuando se adicionaron antioxidantes naturales obtenidos de la fruta granada. 
Estos últimos resultados son similares a los encontrados en este ensayo, los cuales fueron 
calificados como aceptables. 
3.3.2 Color  
En la Tabla 3-2 son presentados los resultados de la evaluación de color de las películas 
comestibles donde se evaluaron L* (luminosidad), a* (rojez/verdor) y b* 
(amarillez/azulado). En este ensayo se determinó que las películas PC y PS fueron 
amarillas con ligeras tonalidades verdosas, con una saturación mayor para PS; esta 
apariencia fue similar a la obtenida por Aguirre-Loredo y Rodríguez-Hernández (2014), la 
cual incrementó cuando adicionaron a películas de quitosano, ácido oleico. 
Específicamente, los resultados obtenidos muestran que existe una diferencia de color 
(ΔE) entre las dos formulaciones de películas, la cual aumentó cuando se adicionó el SLC. 
En cuanto a la luminosidad (L*) se observó una disminución cuando se adicionó el agente 
antimicrobiano. Con respecto al parámetro b* se observó que tonalidades más amarillas 
fueron obtenidas en las películas que contenían SLC; adicionalmente, la saturación del 
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color (c*) incrementó en estas películas, por otra parte, el parámetro a* disminuyó. Estos 
cambios en la coloración, en especial el aumento de los parámetros b* y c* puede ser 
debido a que para la obtención del SLC de P. pentosaceus 147, se requieren medios 
específicos que aportan los nutrientes necesarios para el crecimiento y producción de 
metabolitos de la bacteria. El medio utilizado fue MRS, que por su composición tiene una 
pigmentación café-amarilla que puede influenciar el color de las películas realizadas. Por 
este motivo se puede suponer que si se realizaran diferentes procesos de purificación 
podría disminuir los pigmentos provenientes del medio de producción además de obtener 
un compuesto más puro.  
Tabla 3-2 Evaluación de color en películas comestibles de quitosano incorporando 
sobrenadante libre de células de P. pentosaceus 147.  
Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (prueba de Tukey 
p<0,05). 
En general, el color de las películas puede variar dependiendo de la composición y aditivos 
que se incorporan en la misma, por ejemplo Shapi y Othman (2016), observaron que en 
películas de almidón de tapioca los valores de a* fueron de igual forma negativos (-1,03) 
con algunas tonalidades verdes, mientras que los valores de b* aumentaban cuando 
incrementaba la concentración de quitosano, presentando tonalidades amarillas (3,86). En 
cuanto a la opacidad se puede observar que no hubo diferencias significativas (p>0,05) 
cuando se adicionó el SLC. A diferencia de otros estudios, como el realizado por Fajardo 
et al. (2010) que observó que la opacidad aumentó al adicionar natamicina a las películas 
de quitosano. Se puede concluir que la adición de otros componentes en las películas, tal 
como antioxidantes o sustancias como celulosa nanobacteriana (Qin et al., 2015; Wang 
et al., 2018) pueden afectar directamente la transparencia de las películas haciendo que 
esta disminuya; sin embargo estos resultados son aceptables comparados con películas 
que pueden tener un impacto mayor a nivel visual. Por ejemplo, películas realizadas a partir 
de sustancias derivadas de mango, pueden llegar a tener una tonalidad amarilla con un 
valor b* de hasta 53,13 y tonalidades rojizas donde el parámetro a* puede ser de hasta 





L* a* b* ΔE c*  
PC 90,65 ± 0,26a -1,56 ± -0,03b 11,30 ± 0,17b 0,00 ± 0,00  11,41±0,17b 2,97 ± 0,21a 
PS 86,11 ± 0,57
b -0,83 ± -0,08a 17,68 ± 0,13a 7,89 ± 0,34 17,70± 0,13a 2,92 ± 0,03a 
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3.3.3 Propiedades mecánicas  
La evaluación de la fuerza tensil y porcentaje de elongación fueron contempladas en el 
análisis fisicoquímico de los recubrimientos comestibles, como se observa en la Figura 3-2. 
Una disminución significativa (p<0,05) de la fuerza tensil se observó cuando se adicionó el 
SLC a la formulación de quitosano, la cual se redujo de 19,86 ± 0,50 MPa a 14,22 ± 0,67 
MPa. Esto puede ser debido al cambio en las uniones del quitosano provocado por la 
incorporación de bacteriocinas que hace que haya una menor resistencia a la ruptura. Esto 
concuerda con los resultados obtenidos por Pranoto et al. (2005) en donde la incorporación 
de nisina a películas de quitosano hizo que disminuyera la FT de 37,03 ± 1,29 a 23,70 ± 
6,29 MPa. Por el contrario algunos estudios que han incorporado pediocina en películas 
de celulosa, han observado que hay un incremento de la fuerza máxima requerida para la 
ruptura, siempre y cuando esta cantidad no exceda el 50% de la composición (Santiago-
Silva et al., 2009). Otros resultados han mostrado una FT de películas de quitosano de 
aproximadamente 25 MPa, resultados cercanos a los obtenidos en este estudio (Kaya et 
al. 2018). 
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Figura 3-2 Fuerza tensil y porcentaje de elongación. a fuerza tensil (MPa) y b porcentaje 
de elongación de las películas preparadas: PC, control y PS quitosano + la CMI de la 
bacteriocina. Las diferentes letras sobre las barras representan diferencias significativas 
(Prueba de Tukey, p<0,05).  
Con respecto al porcentaje de elongación se observó que hubo diferencias significativas 
(p<0,05) en las películas, mostrando que se disminuyó la elasticidad cuando se adicionó 
SLC. Esto demuestra que el aumento de la concentración de los agentes antimicrobianos 
a 
b 
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puede disminuir la flexibilidad de la película. Thakhiew et al. (2013) afirman que la adición 
de agentes antimicrobianos a películas comestibles afecta no solo propiedades 
antimicrobianas sino también las propiedades físicas, de barrera y mecánicas. Resultados 
similares para el porcentaje de elongación fueron obtenidos por estos autores, cuya 
película de quitosano sin adición de agentes antimicrobianos como extractos de galangal 
obtuvieron un valor de 32,5 ± 3,6, este valor disminuyó a 20,5 ±2,7 con la adición del 
extracto al 1,5%. Igualmente Basch et al. (2013) encontraron que el porcentaje de 
elongación disminuyó hasta un 89% con respecto a las películas de almidón de tapioca, 
cuando se les adicionó nisina.  
Otros resultados, similares a este estudio, fueron encontrados por Siripatrawan y Harte 
(2010) cuyos valores de FT y porcentaje de elongación, en películas de quitosano con 
extracto de té verde, fueron de 23,66 MPa y 54,62 %, respectivamente. A pesar de la 
variación de los resultados obtenidos en este análisis de las películas con SLC con 
respecto a la película control, se observa que las propiedades mecánicas de películas 
realizadas a base de quitosano son mejores, comparado con películas a base de otros 
materiales. Por ejemplo, películas de almidón han mostrado una FT de 7,3 MPa (Ali et al., 
2017), películas preparadas con carragenina semi-refinada con polisacáridos obtenidos a 
partir de algas marinas presentaron un porcentaje de elongación de 9,24 % (Ganesan et 
al., 2018) o películas preparadas con pectina han mostrado FT de 7,12 MPa y porcentajes 
de elongación de 20%. 
3.3.4 Determinación de la actividad antilisteria de recubrimientos 
comestibles con quitosano 
En este estudio se decidió evaluar la actividad antilisteria del recubrimiento comestible de 
quitosano al 2%, teniendo en cuenta que este polímero ha mostrado actividad 
antimicrobiana contra microorganismos de importancia en la industria de alimentos 
(Anacarso et al., 2011). Con respecto al recubrimiento de quitosano, se pudo evidenciar la 
actividad antimicrobiana que este biopolímero presenta frente a L. monocytogenes ATCC 
7644. Como se observa en la Figura 3-3 el recubrimiento de quitosano (Q) a una 
concentración del 2% (p/v) logró desarrollar un halo de inhibición de 14,10 ± 1,06 mm, otros 
autores han encontrado zonas de inhibición de aproximadamente 12 mm (Anacarso et al., 
2011). Adicionalmente, el análisis del efecto antimicrobiano del recubrimiento de quitosano 
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combinado con el SLC generó halos de inhibición con un diámetro mayor de 16,11 ± 0,81 
mm. Este resultado demostró el efecto sinérgico del SLC junto con el quitosano.    
 
Figura 3-3 Actividad antimicrobiana de recubrimientos comestibles de quitosano. Q: 
quitosano al 2% (p/v); QB: Quitosano al 2% y SLC (5,72 µg/ mL); B: SLC; N (nisina): control  
Algunos autores han estudiado el efecto antimicrobiano del quitosano combinado con 
bacteriocinas y han encontrado un aumento de la actividad antimicrobiana. Por ejemplo 
Anacarso et al. (2011), encontraron que una solución de quitosano al 2% actuó de forma 
sinérgica cuando se mezcló con el SLC de una cepa de E. casseliflavus IM 416K1, 
generando un halo de inhibición de 24 mm, comparado con el quitosano sin bacteriocina 
que tuvo 12 mm de diámetro. Con estos hallazgos, este trabajo evidenció la actividad 
antimicrobiana tanto del SLC de P. pentosaceus 147 como del quitosano. Así mismo se 
pudo confirmar que su combinación puede potenciar la actividad inhibitoria, considerando 
que podrían ser relevantes para la seguridad y control microbiológico de productos 
alimenticios. 
Por otro lado, como se evidencia en la Figura 3-4, el sitio donde es aplicado el quitosano 
tiene un aspecto opaco; sin embargo, en este halo no se observa crecimiento de L. 
monocytogenes. Para confirmar que la opacidad no fue originada por contaminación 
bacteriana, se decidió cortar parte el área del medio que presentaba el halo de inhibición 
y se adicionó a caldo BHI. Después de 24 h de incubación a 37°C no se observó 
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crecimiento bacteriano. Adicionalmente se hizo una prueba adicionando unas gotas de 
solución de quitosano al 2% a caldo BHI, esto generó opacidad inmediata. 
 
Figura 3-4 Prueba para comprobar el no crecimiento 
microbiano en halos de inhibición. a. crecimiento en 
halo de inhibición con quitosano al 2%. b. Turbidez 
generada cuando se adiciona una gota de quitosano en 
caldo BHI. 
3.3.5 Evaluación de la morfología por Microscopía Electrónica de 
Barrido (SEM) 
Las características de la morfología de la superficie de las películas de quitosano (PC) y 
películas de quitosano con SLC (PS) fueron determinadas utilizando un aumento de 1000x, 
como se muestra en la Figura 3-5. La morfología superficial de PC se observó una con una 
dispersión homogénea, compacta sin presencia de poros, con algunas ondulaciones 
suaves homogéneas; características similares a las reportadas por otros autores (Kaya et 
al., 2018; Qin et al., 2015; Rubentheren et al., 2015). Estas características fueron muy 
similares a la superficie de la película con SLC. Por el contrario otros autores han 
encontrado superficies completamente heterogéneas, porosas y con presencia de fisuras 
con la incorporación de bacteriocinas como nisina, péptido P34 y natamicina (Cé et al. 
2012).  
a b 
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Figura 3-5 Microscopia electrónica de barrido (SEM) de películas 
comestibles de quitosano con y sin SLC. La morfología de la superficie de 
a. PC y b. PS (1000x), y cortes transversales de c. PC y d. PS (1500x). 
 
Los cortes transversales de las películas fueron analizados utilizando un aumento de 
1500x. Para las dos películas se observan morfologías similares con estructuras 
compactas y uniformes, que muestran que el SLC fue incorporado a la matriz de quitosano, 
y que posiblemente existen uniones electrostáticas estables entre los componentes del 
SLC y el quitosano. Además, no se observó presencia de espacios o capas separadas en 
ninguna de las películas; estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos por 
Ibarguren et al. (2010) quienes no encontraron diferencias significativas entre las películas 
de gluten de trigo y gelatina que contenían o no enterocina CRL1385. Estas observaciones 
72 Efecto de las bacteriocinas de Pediococcus pentosaceus 147 incorporadas en 
recubrimientos comestibles para la preservación de queso campesino 
 
son satisfactorias, comparadas con estudios de películas basadas en asilados de proteínas 
de suero solubles en agua, con incorporación de agentes antimicrobianos producidos por 
P. parvulus VKMX133, observando películas no estructuradas, que se asemejan a una red 
abierta con espacios (Quintero-Salazar et al., 2005). Por otro lado, en la SEM de las dos 
películas bajo las mismas condiciones y aumento, se observaron diferencias en el grosor 
del corte transversal entre PC y PS; PS se observó más grueso que PC; esto concuerda 
con los resultados obtenidos durante la medición del espesor de las dos películas.  
Las observaciones realizadas permiten concluir que los recubrimientos comestibles de 
quitosano con el SLC obtenido a partir de P. pentosaceus 147 pueden ser una excelente 
opción para su uso sobre alimentos, que posiblemente permitiría mantener la calidad del 




Las películas comestibles elaboradas con quitosano y SLC presentaron un aumento del 
espesor y la permeabilidad al vapor de agua, lo cual puede deberse a la presencia regiones 
hidrofílicas del extremo N-terminal de las bacteriocinas de las bacteriocinas producidas por 
el género Pediococcus spp., por lo que hay una interacción con el agua y un aumento de 
la permeabilidad. La adición de SLC, pudo haber cambiado la interacción de las moléculas 
de quitosano disminuyendo la fuerza tensil y el porcentaje de elongación, a pesar de ello 
la morfología observada a través de SEM fue homogénea, lo que demuestra que, a pesar 
de los cambios, la red polimérica es estable. 
Por otro lado, se comprobó la actividad antimicrobiana del quitosano, además de un posible 
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4. Capítulo IV. Estudio del efecto de un 
recubrimiento comestible en el crecimiento 
de Listeria monocytogenes durante el 
almacenamiento de queso campesino 
Resumen 
El estudio de la aplicación de bacteriocinas producidas por bacterias ácido-lácticas 
(BAL) sobre productos alimenticios ha incrementado en los últimos años, debido a 
la capacidad para controlar microorganismos patógenos y causantes de deterioro 
durante la preservación de los alimentos. En este estudio se realizó la evaluación 
del efecto de recubrimientos comestibles de quitosano incorporando sobrenadante 
libre de células (SLC) producido por Pediococcus pentosaceus 147 sobre queso 
fresco tipo Campesino. Se estudiaron cinco tratamientos: T1 queso control sin 
inoculo, T2 queso control de crecimiento de L. monocytogenes sin aditivos, T3 
queso con SLC, T4 queso con recubrimientos sin SLC y T5 queso con 
recubrimiento y SLC. Se observó que hubo un efecto inhibitorio del SLC y este 
incrementó cuando se incorporó al recubrimiento comestible. Adicionalmente 
algunas características fisicoquímicas se mantuvieron durante el periodo de 
preservación. 
4.1 Introducción 
El estudio y aplicación de bacteriocinas producidas por BAL como Pediococcus spp. se ha 
llevado a cabo gracias a la fácil obtención y aislamiento de estas cepas. El aislamiento de 
cepas bacteriocinogénicas se ha realizado principalmente a partir de productos 
alimenticios como el caso de P. pentosaceus ST65ACC a partir de queso artesanal 
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producido con leche cruda (Cavicchioli et al., 2017), P. acidilactici a partir de malta (Ahn et 
al., 2017), Lactococcus lactis subsp. lactis de mantequilla (Barman et al.,  2018), P. 
pentosaceus LU11 a partir de productos fermentados (Biswas et al., 2017), P. pentosaceus 
SM-1 de salchichas secas (Anastasiadou et al., 2008), entre otros. 
La obtención de estas cepas ha permitido el estudio de la actividad antimicrobiana y 
aplicación sobre matrices alimentarias, evaluando la efectividad contra patógenos y 
microorganismos causantes de deterioro. Para ello se han usado diferentes estrategias de 
aplicación, dentro de las cuales se incluye la inoculación de las cepas productoras de 
bacteriocinas durante la producción del alimento y/o la adición de la bacteriocinas 
sintetizadas sobre la matriz (Espitia et al., 2016). La aplicación de cepas productoras de 
bacteriocinas presenta grandes ventajas en cuanto a costo y reglamentos legales; sin 
embargo, es indispensable seleccionar la cepa cuidadosamente, de acuerdo con el 
alimento en particular, para asegurar que la cepa produzca la cantidad adecuada de 
bacteriocina y sea capaz de inhibir el microorganismo objetivo. Por otro lado la aplicación 
directa de la bacteriocina, puede tener algunas limitaciones en cuanto a la susceptibilidad 
de ser absorbida por algunos componentes del alimento, o ser degradada por procesos 
proteolíticos, y/o debido a cambios en la solubilidad o naturaleza anfifílica del péptido 
(Espitia et al., 2016; Johnson et al. 2017). Con el fin de mejorar la efectividad de las 
bacteriocinas durante su aplicación directa, se ha empleado como estrategia de 
incorporación sistemas de empaque como películas y/o recubrimientos comestibles 
hechos a partir de diferentes materiales como polímeros que pueden llegar a modificar la 
atmosfera y controlar la liberación del compuesto antimicrobiano, mejorando y/o 
extendiendo la vida media de un producto (Johnson et al., 2017).  
Es así como en este capítulo se muestra el efecto de las bacteriocinas de P. pentosaceus 
147 en diferentes tratamientos, que incluye la incorporación en recubrimientos comestibles 
de quitosano y su evaluación sobre queso fresco tipo campesino durante el tiempo de 
conservación. 
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4.2 Materiales y métodos 
4.2.1 Preparación del queso fresco tipo campesino 
El queso campesino se realizó a partir de leche cruda proveniente del Centro de 
Investigaciones Agropecuarias Marengo. El queso se elaboró en la planta piloto de lácteos 
del Instituto de Ciencia y Tecnología de Alimentos (ICTA), de la Universidad Nacional de 
Colombia siguiendo el procedimiento descrito por Vásquez et al. (2014). Inicialmente se 
tomaron 40L de leche cruda con acidez de 0,15% y un porcentaje de grasa de 3,8%. La 
leche se filtró y pasteurizó a 62°C por 30 min. Posteriormente se dejó enfriar hasta obtener 
una temperatura de 32°C y se adicionó 0,15 g/L de CaCl2 disuelto en agua y 0,02g/L de 
cuajo. Con el fin de permitir coagulación el queso se dejó en reposo por 30 minutos y luego 
de este tiempo se realizaron cortes 1x1 cm dejando en reposo otros 5 min. Se realizó 
agitación suave nuevamente por 30 min y se agregaron 7 g/L de NaCl. El lactosuero se 
extrajo completamente y se puso en un molde por 24 h a una temperatura de 4°C. 
4.2.2 Inoculación y revestimiento de muestras de queso 
campesino 
Para el estudio del efecto del recubrimiento comestible y el SLC, obtenido a partir de la 
cepa de P. pentosaceus 147, se utilizaron 75 muestras de queso campesino con un peso 
aproximado de 50 g. Se emplearon 5 tratamientos: T1 (Control) Queso sin recubrimiento 
ni sobrenadante libre de células (SLC); T2 (Control de crecimiento del inoculo), queso 
únicamente inoculado con L. monocytogenes ATCC 7644, T3 Queso con una aplicación 
directa de SLC sobre la superficie, con una concentración de proteína total de 5,72 µg /mL 
(numeral 2.2.6), , T4 Queso con recubrimientos de quitosano sin SLC y T5 Queso con 
recubrimientos de quitosano con la incorporación de SLC (5,72 µg /mL). Todos los 
tratamientos, excepto T1, fueron inoculados con una suspensión de 104 UFC/mL de L. 
monocytogenes ATCC 7644, incubada durante 24 h a 37°C in caldo BHI (Tabla 4-1). Para 
cada tratamiento se seleccionaron 15 quesos de forma aleatoria, y se evaluaron tres 
muestras por tratamiento por punto de análisis.  
80 Efecto de las bacteriocinas de Pediococcus pentosaceus 147 incorporadas en 
recubrimientos comestibles para la preservación de queso campesino 
 
Tabla 4-1 Tratamientos para la evaluación del efecto de las bacteriocinas 







(5.72 µg /mL) 
ATCC 7644  
 (104 UFC/mL) 
T1 - - - 
T2 - - + 
T3 - + + 
T4 + - + 
T5 + + + 
 
Inicialmente los quesos seleccionados para los tratamientos T3, T4 y T5 se sumergieron 
durante 30 s en las soluciones correspondientes, previamente esterilizadas bajo luz UV 
(254 nm) durante 10 min. Posteriormente, los quesos se dejaron secar por 1 hora con un 
flujo de aire laminar vertical para asegurar la sequedad superficial. En segunda instancia, 
los quesos correspondientes a los tratamientos T2, T3, T4 y T5 se inocularon por cada 
cara con 50µL de la suspensión del inóculo. Todos los quesos se almacenaron en bolsas 
estériles a una temperatura de 4 °C durante 21 días. Los análisis fisicoquímicos y 
microbiológicos se realizaron en intervalos regulares a los días 1, 2, 7, 14 y 21 (Martins 
et al., 2010).  
4.2.3 Análisis microbiológicos 
Los análisis microbiológicos fueron realizados de acuerdo con las exigencias descritas en 
la Resolución 01804 de 1989 del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia para el 
queso fresco (INVIMA, 1989). Debido a que el objetivo de este estudio está relacionado 
con la inhibición del crecimiento de L. monocytogenes, esta prueba se realizó a todos los 
tratamientos por triplicado durante cada uno de los tiempos de análisis (días 1, 2, 7, 14, 
21); del mismo modo se realizó el recuento de mesófilos totales. Por el contrario, el 
recuento de psicrófilos, mohos y levaduras; además de la determinación de S. aureus y 
Coliformes totales/fecales se realizaron únicamente en los días 1, 7 y 21.  
El recuento de L. monocytogenes se realizó de acuerdo a lo descrito por Iseppi et al. (2008) 
con algunas modificaciones. Se tomaron 25 g de la muestra y se homogenizaron en 225mL 
de caldo de enriquecimiento para Listeria spp. (OXOID), luego se realizaron diluciones 
seriadas y se sembraron 100 µL en la superficie de agar PALCAM con suplemento 
selectivo (Oxoid); esto se incubó a 37°C por 48h para hacer el recuento respectivo. Por 
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otro lado, el caldo de enriquecimiento para Listeria spp. se incubó a 30°C por 24h y a partir 
de este se realizaron nuevamente diluciones para su siembra en agar OXFORD (Oxoid). 
La confirmación de Listeria spp. se realizó utilizando la prueba BD BBL CrystalTM (Becton, 
Dickinson and Company, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante Anexo C. Para 
los otros análisis, se tomaron 11g de la muestra y se homogenizaron por 2 minutos, en 99 
mL de agua peptonada al 0,1%. Se realizaron tres diluciones seriadas y se sembró en 
diferentes medios de acuerdo con el análisis a realizar (Tabla 4-2). Todos los recuentos se 
realizaron por triplicado. 

























25°C de 5 a 7 
días 
NTC 5698 
establecida por el 
ICONTEC (2009). 
Psicrófilos Agar Plate 
Count (PCA, 
Difco) 










35°C por 24 h a 
48 h 
NTC 4779 




1 mL de cada 
dilución en 
tres tubos de 
caldo BRILA.  
Caldo Verde 
brillante bilis al 
2 % (BGBL). 
 
1. 35°C por 24 
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Boer (1999), ISO 








brillante al 2% 
con campana 
de Durham y 
caldo 
triptófano. 
45°C por 48 h Boer (1999). 
 
4.2.4 Análisis fisicoquímicos 
Las mediciones fisicoquímicas se realizaron de acuerdo a lo propuesto por Martins et al. 
(2010) y se incluyó análisis de pH, pérdida de peso, contenido de humedad y color. El pH 
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del queso campesino se midió por triplicado utilizando un pH-metro JENWAY® durante los 
días de seguimiento establecidos. La pérdida de peso se evaluó pesando al inicio del 
almacenamiento y durante los siguíentes 5 días de muestreo. El contenido de humedad se 
realizó teniendo en cuenta la diferencia entre el valor inicial y final y se consideró como 
pérdida de peso, siguiendo la metodología previamente descrita en el numeral 3.2.3. Por 
último, el color de la superficie se midió durante el almacenamiento siguiendo el 
precedimiento del numeral 3.2.4. 
4.2.5 Análisis estadísticos 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando un análisis de varianza (ANOVA), seguido 
de prueba Tukey para comparar diferencias significativas entre tratamientos. La 
herramienta estadística utilizada fue R-studio. Para los análisis se tuvo en cuenta un 
intervalo de confianza del 95% (p< 0.05). Los valores fueron expresados como la media ± 
desviación estándar.  Los análisis microbiológicos se realizaron mediante diluciones 
seriadas de cada una de las réplicas. El recuento de colonias se informó como Log UFC/g 
y las medias y desviaciones estándar fueron calculadas para cada tratamiento. 
4.3 Resultados y discusión 
De acuerdo con los resultados previamente obtenidos, en este trabajó se decidió incorporar 
SLC en los recubrimientos comestibles, el en lugar de bacteriocinas purificadas. Esta 
decisión está relacionada con dos aspectos; el primero el SLC está compuesto por una 
variedad de sustancias antimicrobianas, que como lo reportan algunos autores, podría 
llegar a ser una ventaja debido a un posible efecto sinérgico sobre el producto (Hartmann 
et al., 2011; Marques et al., 2017). En segunda instancia, los procesos de purificación 
pueden llegar a ser más costosos y dispendiosos, que inclusive puede tener un efecto 
sobre el costo de los productos para el consumidor, tal y como lo referencia (Marques et al., 
2017). Adicionalmente, se ha visto que la incorporación de bacteriocinas en productos 
lácteos se han realizado a través de la inoculación de BAL de forma directa, o con el uso 
del SLC, bacteriocinas purificadas o semipurificadas (Silva et al., 2018). 
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4.3.1 Análisis microbiológicos 
▪ Efecto del SLC y recubrimiento comestible de quitosano sobre el crecimiento de 
L. monocytogenes ATCC 7644. 
Los resultados de la evaluación de la efectividad de los tratamientos frente a L. 
monocytogenes se observan en la Figura 4-1. A partir de estos análisis se puede inferir 
que la cepa de L. monocytogenes fue capaz de crecer en el queso control rápidamente 
(T2: sin aditivos) y alcanzó un recuento de 8,11 Log UFC/g en el día 7; comportamiento 
que concuerda con estudios realizados previamente por Gadotti et al. (2014), en el cual se 
alcanzó un recuento de diferentes cepas de L. monocytogenes de hasta 8 Log UFC/g en 
el día 8 en el queso fresco control. 
 
Figura 4-1 Efecto de los tratamientos adicionados sobre queso fresco en el recuento de L. 
monocytogenes durante el periodo de almacenamiento a 4°C. T1: queso control sin 
aditivos, T2: queso control de crecimiento sin aditivos con L. monocytogenes ATCC 7644, 
T3: SLC directo, T4: recubrimiento de quitosano sin SLC; T5: recubrimiento de quitosano 
y SLC. 
Con respecto a T3 (queso con SLC), durante gran parte del tiempo de almacenamiento, 
se observó que existe un efecto inhibitorio del SLC, aplicado directamente sobre el queso, 
frente a L. monocytogenes. Los recuentos de L. monocytogenes para T2 (control de 
crecimiento) y T3 para el primer día fueron 4,91 y 4,35 Log UFC/g respectivamente, valores 
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que representaron una reducción de 0,56 Log UFC/g. En el segundo día los recuentos 
fueron de 4,59 y 3,76 Log UFC/g respectivamente, lo cual representó una reducción de 
0,83 Log UFC/g. Este comportamiento presentó diferencias significativas (p<0,05) entre 
tratamientos. Adicionalmente, el mayor efecto inhibitorio del SLC, aplicado de forma 
directa, se observó en el día 7, en el cual la reducción de crecimiento de L. monocytogenes 
de T3 con respecto a T2 fue de 2,06 Log UFC/g (p= 2x10-16). En los siguientes puntos de 
análisis se generó un crecimiento mayor de Listeria spp. hasta alcanzar en el día 21 un 
recuento casi similar a T2 de 7,98 Log UFC/g.  
A pesar de que hubo un efecto del SLC frente al crecimiento de L. monocytogenes, cuando 
fue aplicado directamente sobre la matriz alimentaria, este fue mucho menor con respecto 
al efecto de los tratamientos T4 y T5. Esto puede explicarse debido a factores como la 
absorción y difusión del SLC dentro del alimento o por su interacción con otros 
componentes propios del queso. Otros autores como Hartmann et al. (2011) describen que 
la actividad antimicrobiana puede verse afectada por enzimas propias de los productos 
alimenticios e incluso por la microflora endógena. Al igual que en este estudio Hartmann 
et al. (2011) también observó la efectividad de diferentes SLCs, obtenidos a partir de 
diferentes cepas de BAL (Enterococcus sp., P. acidilactici), frente a L. monocytogenes en 
leche entera. Estos autores encontraron que la CMI de los SLCs obtenidos redujeron hasta 
2,3 Log UFC/mL el crecimiento de L. monocytogenes frente al control. La actividad 
antimicrobiana del SLC es originada por la presencia de una o incluso varias bacteriocinas; 
además de la presencia de otros productos generados a partir de la fermentación, que 
como se ha descrito puede ser ácido láctico, peróxido de hidrogeno, entre otros (Shah y 
Rajiv, 2002). De esta manera los resultados obtenidos a partir del tratamiento T3 en esta 
investigación, conllevan a proponer estudios adicionales en donde se confirme la identidad 
y secuencia de las bacteriocinas identificadas del SLC que muestran un efecto 
antimicrobiano. 
Por otro lado, se observó que los tratamientos T4 (recubrimiento de quitosano sin SLC) y 
T5 (recubrimiento de quitosano con SLC) controlaron mejor el crecimiento de L. 
monocytogenes durante los primeros 7 días de almacenamiento del queso. En el día 14, 
se observó crecimiento bacteriano en dichos tratamientos, con diferencias significativas 
(p= 4,75 x10-6) respecto a los otros tratamientos. Comparando los valores obtenidos con 
respecto al control T2, hubo una disminución de hasta 5,49 y 6,66 Log UFC/g, del recuento 
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total de L. monocytogenes, para los tratamientos T4 y T5 respectivamente. La actividad 
inhibitoria que se observa en estos resultados concuerda con los resultados de actividad 
antimicrobiana in vitro realizados para el SLC y el quitosano. Otros estudios donde se ha 
realizado la adición de bacteriocinas a películas han mostrado efectos inhibitorios contra 
L. monocytogenes, por ejemplo Anacarso et al. (2011) evaluaron la actividad de películas 
de polietileno con ausencia y presencia de enterocina 416K1 sobre queso.  Con un inoculo 
inicial de 108 UFC/mL de L. monocytogenes NCTC 10888 y una evaluación durante los 
días 0,1,4,7,14 y 28 días, observaron que las películas con bacteriocina disminuyeron en 
aproximadamente 1 Log UFC/g el crecimiento del inoculo comparado con las muestras 
que tenían películas sin bacteriocina.  
Según los resultados de la Figura 4-1, se puede deducir que el tratamiento T5 mostró el 
mayor efecto antimicrobiano desde el día 1 hasta el día 21 de almacenamiento. T5 tuvo 
diferencias significativas (p= 5,78x10-8) con respecto a los demás tratamientos y en el día 
21 alcanzó a disminuir el crecimiento de L. monocytogenes 6,21 Log UFC/g con respecto 
a T2 y 3,32 Log UFC/g con respecto a T4.  De estos resultados, se puede inferir que el 
efecto antimicrobiano no sólo es por la presencia del SLC sino también por el quitosano, 
que tiene una capacidad antimicrobiana importante y demostrada en estudios previos 
(Altieri et al., 2005; Cui et al., 2016; Fajardo et al., 2010); es decir que puede haber un 
posible efecto sinérgico entre estos dos componentes. Esto también concuerda con la 
actividad antimicrobiana previamente comprobada a nivel in vitro tanto del SLC (numeral 
2.2.4) y del quitosano (numeral 3.2.7). Existen pocos estudios donde han sido evaluados 
recubrimientos comestibles de quitosano con la incorporación de bacteriocinas. Dentro de 
estos estudios se encuentra el realizado por Cui et al. (2016) quienes observaron 
resultados similares a los obtenidos en este estudio. La aplicación de recubrimientos de 
quitosano con y sin la adición de liposomas de nisina tuvieron un efecto antimicrobiano 
contra L. monocytogenes y el mayor efecto fue del último tratamiento, con un valor de 2,05 
UFC/cm2 con respecto al control (3,25 Log UFC/ cm2. Por otro lado, Anacarso et al. (2011) 
demostraron el efecto sinérgico entre el SLC, que contenía enterocina 416K1, y soluciones 
de quitosano al 1% frente al crecimiento de L. monocytogenes cuando fueron aplicados 
sobre alimentos listos para consumo, especialmente frutas y vegetales. Con los resultados 
obtenidos en este trabajo y los descritos por Anacarso et al. (2011) se sugiere realizar más 
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evaluaciones con la combinación de estas dos sustancias sobre otros quesos o nuevas 
matrices alimentarias, para confirmar el efecto sinérgico.  
Por otro lado, cabe resaltar que los aislamientos obtenidos durante los análisis 
microbiológicos, a partir de agar OXFORD, fueron positivos para L. monocytogenes.  
▪ Efecto del SLC y recubrimiento comestible de quitosano sobre bacterias 
mesófilas aerobias. 
Adicional al estudio del efecto de la bacteriocina sobre L. monocytogenes, se evaluó su 
efecto sobre otros microorganismos presentes en el queso. Por lo anterior, se decidió 
realizar el recuento de mesófilos totales, parámetro utilizado para la aceptación de calidad 
de un producto. En general se puede observar en la Figura 4-2 que todos los recuentos 
totales de bacterias mesófilas aerobias incrementaron gradualmente durante los días de 
evaluación. Se observan diferencias significativas (p<0,05) en cada día de análisis, entre 
los recuentos T2 y T3 con respecto a los tratamientos T1, T4 y T5. Estas diferencias son 
coherentes con los resultados obtenidos previamente; ya que el recuento de mesófilos 
incluye la presencia de la cepa de L. monocytogenes ATCC 7644 inoculada. Como se 
observó previamente los tratamientos T4 y T5 tuvieron un efecto sobre el crecimiento del 
microorganismo inoculado en el queso campesino, a esto se le atribuye recuentos totales 
de mesófilos menores. De igual forma el tratamiento T3 concuerda con los análisis previos 
y se observa que los recuentos son menores a T2. De la misma forma el tratamiento T1 
confirma las condiciones de seguridad en las que fue preparado el queso campesino, 
debido a que los recuentos fueron menores con respecto a T2. Además, se puede observar 
que hubo mayor diferencia entre los recuentos en el día 7, comportamiento similar al 
obtenido en los recuentos del L. monocytogenes; y hacia el final del periodo de 
almacenamiento los recuentos de cada uno de los tratamientos variaron entre 7,36 Log/mL 
y 8,27 Log/mL, resultados que no tuvieron diferencias significativas entre tratamientos 
(p=0,067). 
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Figura 4-2 Recuento de mesófilos totales durante el periodo de almacenamiento a 4°C de 
queso campesino. T1: queso control sin aditivos, T2: queso control de crecimiento sin 
aditivos con L. monocytogenes ATCC 7644, T3: SLC directo, T4: recubrimiento de 
quitosano sin SLC; T5: recubrimiento de quitosano y SLC. 
Análisis microbiológicos realizados por Fajardo et al. (2010) para evaluar el efecto de 
películas comestibles de quitosano que contenían natamicina, mostraron que no hubo 
diferencias significativas en el recuento de mesófilos totales en muestras de queso Saloio. 
Sin embargo, a diferencia de este trabajo de investigación, dichos autores no inocularon 
las muestras con ningún tipo de microorganismo.  
▪ Estudio microbiológico de Mohos y levaduras, y psicrófilos.  
El resultado del análisis microbiológico de mohos y levaduras, además de psicrófilos se 
observan en la Tabla 4-3. En general el recuento de mohos y levaduras estuvo por debajo 
de los límites permitidos por el INVIMA (1989) y no se observaron diferencias significativas 
(p>0,05) entre tratamientos para cada día de análisis. A pesar que no se conoce el efecto 
de las bacteriocinas de P. pentosaceus 147 sobre el crecimiento de mohos y levaduras, 
algunos autores aseguran que recubrimientos de quitosano, puestos en diferentes tipos de 
queso como Mozarella, Emmental, Ricotta,  previenen el crecimiento de mohos y levaduras 
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y la actividad es mejorada tras la combinación con sustancias como natamicina y lisozima, 
actuando de forma sinérgica (Costa et al., 2018).  
Tabla 4-3 Recuento de mohos y levaduras totales y psicrófilos en muestras de queso 
campesino. T1: queso control sin aditivos, T2: queso control de crecimiento sin aditivos 
con L. monocytogenes ATCC 7644, T3: SLC directo, T4: recubrimiento de quitosano sin 
SLC; T5: recubrimiento de quitosano y SLC.  
                                                                                 Tiempo (días)  
 1 7 14 
Mohos y Levaduras    
T1 <1,00 ± 0,00 a 1,39 ± 0,68 a 4,15 ± 0,54 a 
T2 1,16 ± 0,28 a 1,16 ± 0,28 a 3,07 ± 0,93 a 
T3 <1,00 ± 0,00 a 1,16 ± 0,28 a 2,38 ± 0,43 a 
T4 <1,00 ± 0,00 a 1,00 ± 0,00 a 4,33 ± 0,65 a 
T5 <1,00 ± 0,00 a 1,16 ± 0,28 a 2,97 ± 1,02 a 
Psicrófilos    
T1 2,91 ± 0,04 a 5,49 ± 0,04 b 8,57 ± 0,33 a 
T2 2,52 ± 0,39 a 5,64 ± 0,03 a 8,56 ± 0,23 a 
T3 1,60 ± 0,30 b 5,42 ± 0,01bc 8,02 ± 0,90 a 
T4 1,76 ± 0,15 b 5,34 ± 0,05 c 7,73 ± 0,29 a 
T5 1,20 ± 0,17 b 4,74 ± 0,04 d 7,17 ± 0,75 a 
Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (prueba de Tukey 
p<0,05). 
Por otro lado, se observaron diferencias significativas en el recuento de psicrófilos durante 
el día uno, en el cual T3, T4 y T5 tuvieron menor recuento comparado con T1 y T2 (Tabla 
4-3), lo que posiblemente sea debido al efecto antimicrobiano de los tratamientos 
aplicados. Al final de los análisis no se observan diferencias significativas (p> 0,05) y se 
observa un aumento en el recuento, lo que puede ser debido al aumento de la carga 
microbiana a través del tiempo. Es importante mencionar, que los psicrófilos son 
microorganismos que tienen la capacidad de crecer a temperaturas bajas, además son de 
importancia ya que pueden causar pérdidas económicas importantes como resultado de 
actividades proteolíticas y lipolíticas en quesos (Fajardo et al., 2010).  
▪ Otros análisis microbiológicos.  
Los análisis realizados al inicio, mitad y final del periodo de almacenamiento de búsqueda 
de Staphylococcus aureus y NMP de coliformes totales y fecales fueron en los dos casos 
resultados negativos. Lo anterior, confirmó que la preparación del queso y su 
almacenamiento se realizó bajo las debidas medidas de higiene y saneamiento. Esto se 
demuestra en todos los resultados microbiológicos obtenidos en T1 (queso control) el cual 
no presento crecimiento de ninguno de los microorganismos evaluados en el presente 
Capítulo IV. Estudio del efecto de un recubrimiento comestible en el crecimiento 
de Listeria monocytogenes durante el almacenamiento de queso campesino 
89 
 
estudio. Su vida útil, según la Resolución 02310 de 1986 del Ministerio de Salud, es de 18 
a 30 días para productos refrigerados en empaque hermético o empaque al vacío, 
respectivamente (Ministerio de salud, 1986). 
En conclusión, los tratamientos con recubrimiento comestible tuvieron un mayor efecto en 
el crecimiento de L. monocytogenes, y controlaron el crecimiento de otro tipo de flora 
microbiana presente en el queso campesino. Esto fue debido a la actividad antimicrobiana, 
comprobada a nivel in vitro del SLC y el quitosano, y además se puede inferir que pudo 
haber efecto sinérgico entre estos dos componentes antimicrobianos.  
4.3.2 Análisis fisicoquímicos  
Los análisis fisicoquímicos realizados fueron pH, pérdida de peso, contenido de humedad 
presentados en la Tabla 4-4 y color. En cuanto al valor de pH inicial del queso para cada 
tratamiento con respecto al valor final, se observó que se mantuvo durante el tiempo de 
evaluación entre rangos aproximados de 6,4 y 6,5, valores que se encuentran en el rango 
normal de pH para queso campesino según lo reportado López y Novoa (2009). Se puede 
observar que hubo una ligera disminución de pH durante el día 21 para los tratamientos 
T1 y T2 que corresponden a los quesos control sin inoculo y con inoculo de L. 
monocytogenes. Esta disminución de pH puede podría deberse al deterioro del alimento a 
través del tiempo y/o la presencia de mayores cargas microbianas tanto de 
microorganismos de deterioro como patógenos presentes, que puede producir ácidos 
orgánicos a partir de su metabolismo. Se puede observar que hubo una estabilidad del pH 
con todos los tratamientos durante los tiempos de análisis y estos valores se mantuvieron 
aproximadamente alrededor de 6,5. Dal et al., (2012), obtuvo resultados similares, donde 
no se detectó mayores diferencias de pH (valores aproximados entre 4,65 y 4,80) entre 
quesos frescos tipo Cottage preparados con cultivos bacteriocinogénicos que producían el 
SLC durante el proceso de elaboración del producto y quesos que no tenían estos cultivos. 
En otros casos, cuando se aplica directamente cepas como L. paracasei 108 y L. plantarum 
201 sobre queso fresco tipo Minas, tampoco se han detectado diferencias significativas en 
los valores de pH durante el tiempo de almacenamiento (Karoline et al., 2018).    
Tabla 4-4 Valores de pH y humedad de muestras de queso campesino durante 21 días de 
almacenamiento a 4°C. 
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 Tiempo de almacenamiento (días) 
Tratamiento           1 2 7 14 21 
pH      
T1 6,48 ± 0,04 ab 6,52 ± 0,01 ab 6,47 ± 0,05 a 6,49 ± 0,02 a 6,29 ± 0,03 c 
T2 6,53 ± 0,01 a  6,53 ± 0,00 a 6,50 ± 0,03 a 6,44 ± 0,05 a 6,19 ± 0,02 d 
T3 6,53 ± 0,00 a  6,52 ± 0,00 ab 6,53 ± 0,02 a 6,46 ± 0,06 a 6,43 ± 0,04 b 
T4 6,49 ± 0,01 ab  6,52 ± 0,01 ab 6,51 ± 0,01 a 6,52 ± 0,01 a 6,33 ± 0,04 b 
T5 6,47 ± 0,02 b 6,51 ± 0,01 b 6,49 ± 0,01 a 6,53 ± 0,00 a 6,53 ± 0,01 a 
Pérdida de peso (%)     
T1 0,75 ± 0,19 b 0,33 ± 0,05 b 0,98 ± 0,10 b 1,73 ± 0,11 bc 1,36 ± 0,49 b 
T2 3,14 ± 0,55 a 2,60 ± 0,21 a 2,42 ± 0,82 ab 2,49 ± 0,36 a 2,88 ± 0,50 a 
T3 0,85 ± 0,77 b 0,59 ± 0,56 b 1,66 ± 0,85 b 0,76 ± 0,15 d 0,84 ± 0,63 b 
T4 0,03 ± 0,05 b 0,45 ± 0,40 b 1,04 ± 1,06 b 1,14 ± 0,29 cd 1,47 ± 0,35 b 
T5 3,84 ± 0,23 a 2,85 ± 0,66 a 4,38 ± 0,68 a 2,21 ± 0,21 ab 0,41 ± 0,15 b 
Humedad (%)     
T1 52,96 ± 0,87 49,43 ± 0, 82 51,98 ± 1,79 52,15 ± 0,17 52,091 ± 1,36 
T2 51,39 ± 1,71 52,74 ± 1,94  50,67 ± 0,62 51,86 ± 0,64 52,414 ± 0,90 
T3 51,23 ± 0,48 51,61 ± 2,06 53,73 ± 2,29 51,21 ± 1,91 51,595 ± 2,07 
T4 50,02 ± 1,01 50,60 ±1,34 49,35 ± 0,71 51,24 ± 1,12 51,387 ± 1,08 
T5 49,88 ± 1,07 49,99 ± 1,47 50,36 ± 2,51 50,73 ± 1,14 49,770 ± 0,92 
Las diferentes letras en la misma columna indican una diferencia estadísticamente significativa 
(Test de Tukey, P < 0,05).  
En cuanto a la pérdida de peso del queso, de acuerdo con la Tabla 4-4 se observa que el 
T5 (queso con recubrimiento y SLC) tuvo un porcentaje de pérdida de peso mayor con 
respecto a los otros análisis (p<0,05).  Algunos estudios han demostrado la disminución 
de las tasas de transferencia de humedad y menor pérdida de peso en quesos que 
contienen recubrimientos basados en quitosano y almidón sin glicerol y aceite de perilla; 
resultados que se relacionan con los valores bajos de PVA  analizados (Mei et al., 2013a). 
En este estudio se observó que el valor de la PVA de las películas que contenían SLC fue 
mayor, por lo que puede suponerse que la pérdida de peso podría relacionarse con un 
aumento de la permeabilidad. Por otro lado, estudios realizados en quesos madurados, 
han observado perdidas de peso constante (2,5 a 2,6%) tanto en quesos control sin 
recubrimientos o quesos con recubrimientos de quitosano incorporando extractos solidos 
vegetales (Ortiz de Elguea-Culebras et al., 2019). 
Por otro lado, durante el tiempo de almacenamiento se observó que la humedad del queso 
campesino fue alrededor del 50% para todos los tratamientos durante el tiempo de 
conservación y no se presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos 
realizados sobre este parámetro. A pesar de que los resultados obtenidos de PVA, para 
los recubrimientos que contenían 5,72 µg/mL de las bacteriocinas, fueron altos; no se 
observó una pérdida de agua significativa con respecto a los otros tratamientos. Por el 
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contrario, en un análisis realizado por Martins et al. (2010), quienes utilizaron películas de 
galactomanano incorporando nisina, observaron una mayor pérdida de humedad para las 
muestras de queso Ricotta que no presentaban recubrimiento comestible después de 28 
días de almacenamiento. A diferencia de este estudio los análisis, de PVA para los 
recubrimientos que contenían nisina disminuyeron con respecto al control y efectivamente 
fue menor la pérdida de humedad en las muestras con este tratamiento. 
Con respecto al color (Tabla 4-5), y a pesar de los diferentes tratamientos aplicados sobre 
el queso, se observó que los valores del parámetro L* no presentaron diferencias 
significativas (p>0,05) en el día uno con respecto a los otros tratamientos y los controles. 
Esto concuerda con lo observado por Martins et al. (2010). Estos valores se mantuvieron 
sin diferencias durante los días de evaluación con un ligero cambio en el día 7; sin 
embargo, durante los dos días siguientes no continuó este patrón. De acuerdo con los 
resultados de b*, durante el tiempo los quesos tuvieron una coloración ligeramente 
amarilla; sin embargo, esto no fue percibido visualmente. En general las diferencias de 
color ΔE no fueron significativas entre tratamientos comparado con el control. 
Tabla 4-5 Valores de L*, a*, b* y diferencia de color (ΔE) de muestras de queso campesino 
almacenadas 21 días a 4°C. 
Tratamiento 1 2 7 14 21 
L* T1 87,26 ± 2,31 a 91,22 ± 0,38 a 87,17 ± 1,49 ab 90,90 ± 0,11 a 88,30 ± 1,04 a 
  T2 85,47 ± 2,01 a 90,84 ± 0,56 a 85,26 ± 2,16 b 90,00 ± 0,10 a 86,98 ± 0,19 a 
  T3 86,86 ± 2,19 a 90,52 ± 0,33 a 87,10 ± 1,42 ab 89,69 ± 1,12 a 86,98 ± 0,62 a 
  T4 87,79 ± 1,51 a  89,33 ± 3,08 a 84,83 ± 1,09 b 90,89 ± 0,32 a 87,30 ± 0,27 a 
  T5 88,32 ± 1,88 a 90,80 ± 0,67 a 89,75 ± 1,40 b 89,26 ± 0,71 a 86,89 ± 0,77 a 
a* T1 1,23 ± 0,08 a 1,05 ± 0,09 a 1,53 ± 0,12 a 1,45 ± 0,13 a  1,27 ± 0,06 a 
  T2 1,10 ± 0,12 a 0,92 ± 0,08 a  1,33 ± 0,11 a 1,40 ± 0,07 a  1,41 ± 0,03 a   
  T3 1,16 ± 0,10 a 1,11 ± 0,10 a 1,37 ± 0,11 a 1,33 ± 0,10 a 1,21 ± 0,10 a 
  T4 0,82 ± 0,08 b 1,01 ± 0,17 a 1,24 ± 0,11 a 1,33 ± 0,12 a 1,35 ± 0,12 a 
  T5 1,30 ± 0,09 a 1,13 ± 0,06 a 1,27 ± 0,16 a 1,47 ± 0,18 a 1,25 ± 0,11 a 
b* T1 15,53 ± 1,10 b 17,66 ± 0,45 a 18,91 ± 0,45 a 19,55 ± 0,20 a 18,30 ± 0,23 c 
  T2 15,72 ± 1,13 b 17,86 ± 0,41 a 18,24 ± 0,43ab 19,72 ± 0,06 a 18,12 ± 0,49 c 
  T3 16,29 ± 0,78ab 18,79 ± 0,55 a 17,69 ± 0,61 b 18,28 ± 0,37 b 20,20 ± 0,53ab 
  T4 16,07 ± 0,68ab 17,62 ± 1,05 a 17,96 ± 0,30ab 19,16 ± 0,58ab 21,11 ± 0,56 a 
  T5 19,12 ± 0,69 a 18,08 ± 0,44 a 18,90 ± 0,36 a 19,03 ± 0,67ab 19,61 ± 0,16 b 
ΔE T1 0,00 ± 0,00 a 4,52 ± 2,40 a 4,30 ± 1,66 a  3,81 ± 1,55 ab  2,91 ± 1,12 a   
  T2 0,00 ± 0,00 a 5,79 ± 1,57 a  5,66 ± 2,56 a  4,99 ± 2,05 ab  3,44 ± 0,15 a  
  T3 0,00 ± 0,00 a  4,43 ± 2,25 a 3,83 ± 1,02 a  3,02 ± 1,65 ab  3,45 ± 1,14 a  
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  T4 0,00 ± 0,00 a 2,40 ± 1,34 a 4,71 ± 2,31 a  6,20 ± 1,41 a   4,10 ± 0,35 a  
  T5 0,00 ± 0,00 a 2,90 ± 2,13 a 1,49 ± 0,61 a  1,85 ± 0,19 b  2,50 ± 1,20 a  
Las letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (prueba de Tukey 
p<0,05). 
Algunos estudios han evaluado el color a través de pruebas sensoriales, Youssef et al. 
(2018) encontraron que el puntaje de color de las muestras de queso Karish, sin películas 
de quitosano, polivinil alcohol y nanopartículas de dióxido de titanio, fue disminuyendo con 
el tiempo, debido a la presencia de hongos y algunos microorganismos que crecieron en 
la superficie del queso. Por el contrario, las muestras de esta investigación nunca 
presentaron aparente crecimiento de microorganismos en la superficie.  
4.4 Conclusiones  
Con respecto a los análisis microbiológicos, fue evidente el efecto inhibitorio del SLC sobre 
el crecimiento de L. monocytogenes, como se observó en los tratamientos donde se aplicó 
de forma directa el SLC y durante la aplicación del recubrimiento comestible con el SLC. 
Este último tratamiento tuvo un mayor control sobre el crecimiento de L. monocytogenes, 
lo cual puede ser debido a una acción antimicrobiana sinérgica entre el quitosano y el SLC. 
De igual forma se pudo observar una disminución en el recuento total de otros 
microorganismos como mesófilos totales en los tratamientos que contenían SLC. 
En general las características fisicoquímicas del queso fueron estables. El pH, la humedad 
y el color fueron estables durante el periodo de almacenamiento, con algunos cambios 
hacia el final del estudio. Por otro lado, a pesar de la variación en la tonalidad de color de 
los recubrimientos comestibles con y sin SLC, evaluada durante la caracterización de las 
películas, no se observaron diferencias de color marcadas cuando fueron aplicados sobre 
el queso campesino. 
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5. Conclusiones generales y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
▪ El análisis in vitro de las bacteriocinas producidas por P. pentosaceus 147 permitió 
verificar la actividad antimicrobiana contra L. monocytogenes y específicamente 
para el sobrenadante libre de células obtenido durante esta investigación (8533,33 
UA/mL). 
▪ Se determinó la concentración de proteínas totales del sobrenadante libre de 
células (182,89 µg/mL) obtenido a partir de la cepa P. pentosaceus 147 que 
permitió la determinación de la concentración mínima inhibitoria (5,72 µg/mL) del 
extracto crudo para su posterior incorporación en recubrimientos comestibles de 
quitosano. 
▪ Se pudo observar un efecto antimicrobiano del sobrenadante libre en células 
aplicado directamente sobre queso campesino e incorporado en recubrimientos 
comestibles de quitosano. Se evidenció un efecto sinérgico, observando una 
disminución del recuento de L. monocytogenes de hasta 6,66 Log UFC/g 
comparado con el control. 
▪ Se logró estudiar las propiedades fisicoquímicas del recubrimiento comestible que 
contenía concentración mínima inhibitoria del sobrenadante libre de células, antes 
de su aplicación en la matriz alimentaria. 
5.2 Recomendaciones 
Teniendo en cuenta las herramientas generadas en este trabajo de investigación y con el 
propósito de entender e identificar las bacteriocinas específicas que generan la actividad 
antimicrobiana se propone: 
  
▪ Estandarizar las condiciones de expresión y purificación de los péptidos 
antimicrobianos de interés para así realizar la secuenciación de la misma. 
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▪ Identificar los dominios funcionales conservados que la pueden identificar como 
bacteriocinas de clase II. 
▪ Realizar análisis de toxicidad en células eucariotas que permitan la aplicación y 







A. Anexo: Prueba de actividad 
antimicrobiana en cepas conservadas 
a -20°C 
Para este ensayo se inoculó 10 mL de caldo MRS con la 1% (v/v) de P. pentosaceus 147 
previamente activado. 30µL del extracto crudo, obtenido de acuerdo con el numeral 2.2, 
fueron puestos en una placa con pozos de 5 mm de diámetro, donde previamente se había 
inoculado la cepa indicadora ATCC 7644. La lectura permitió observar halos de inhibición 







B. Anexo: Imágenes del proceso de 
elaboración y aplicación de 
tratamientos del queso campesino. 
   
    
 
Figura 5-1 Proceso de producción de queso campesino y aplicación de tratamientos. a, b 
y c Proceso de pasteurización y aplicación de cuajo y coagulación de la leche, 
respectivamente; d Proceso de corte y medición de peso de muestras de queso (aprox. 
50g); e inmersión de muestras de queso en SLC y/o recubrimiento comestible por 60 s; f 
proceso de secado del recubrimiento; g Empaque e identificación de muestras. 
 
a b c 
d e f g 
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C. Anexo: Prueba BD BBL Crystal 
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